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Weitere Untersuchungen iiber das sdurelisliche Plasmaeisen. 


10. Mitteilung in der Reihe der Kisenstudien”). 
Von 


Georg Barkan. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Tartu [Dorpat], Estland.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Januar 1936.) 


In den letzten Jahren hat das Serumeisen die Forschung 
in mehrfacher Hinsicht interessiert. Hier ist zunichst an die 
Bemiihungen zu erinnern, fiir einzelne Krankheiten charakte- 
ristische Abweichungen vom normalen Eisengehalt des Serums 
aufzufinden. Andererseits sind jene Versuche zu erwihnen, in 
denen akute Schwankungen im Eisengehalt des Serums infolge 
bestimmter experimenteller MaBnahmen zur Beobachtung kamen. 
Aus allen bisherigen Untersuchungen iiber das Eisen der Blut- 
fliissigkeit, soweit sie als zuverlissig bezeichnet werden kénnen, 
scheint mit Sicherheit hervorzugehen, daB weitgehend angenihert 
alles in der Blutfliissigkeit (Serum bzw. Plasma) befindliche Eisen, 
wenigstens normalerweise, siureléslich ist. Im normalen Blut ist 
also praktisch das gesamte Plasmaeisen als ,,locker gebunden“ 
[Warburg und Krebs?)] oder als ,,leicht abspaltbar“ (Barkan) 
zu bezeichnen. Dagegen ist es, wie in einer friiheren Mitteilung ’) 
bewiesen, deutlich von anorganischem in die Blutflissigkeit ge- 
brachtem Eisen zu unterscheiden. Ebensowenig wie das ,,leicht 
abspaltbare“ Blutkérpercheneisen ist auch das ,,leicht abspalt- 
bare“ Serum- bzw. Plasmaeisen anorganisches Eisen. Im Hin- 
blick auf die eingangs erwihnten Bemiihungen, GesetzmiBigkeiten 
beziiglich etwaiger Abweichungen vom normalen LEisenspiegel 
oder auch beziiglich der Bewegungen des Eisenspiegels im Serum 
aufzufinden, gewinnen friihere eigene Beobachtungen erhéhtes 


*) 9. Mitteilung, Diese Z. 286, 197 (1935). — Der Forschungs- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich fiir die 
leihweise Uberlassung von Apparaten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 8 
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Interesse. Sie wurden daher in vorliegender Arbeit wieder auf- 
genommen. 


I. Fe-Ubergang von den Formelementen ins Plasma. 


Ich hatte die auffallende T'atsache beobachtet, daB unter 
bestimmten Bedingungen aus den Formelementen des Blutes 
Eisen in die Bluttfliissigkeit iibertritt*). Dieser Vorgang ist, wie 
seinerzeit schon betont wurde, unabhingig von etwaigen hiimo- 
lytischen Prozessen. Der Grundversuch ist folgender: In frisch 
entnommenem ungerinnbar gemachtem Blut wird in einer Portion 
das Plasma von den Blutkérperchen méglichst rasch nach der 
Entnahme abgetrennt. Eine andere Portion des Blutes bleibt 
vor der Abtrennung des Plasmas mehrere Stunden stehen. Be- 
stimmt man in dem zu verschiedener Zeit von den Forn- 
elementen abgetrennten Plasma den Gehalt an siurelislichem 
Hisen, so zeigt sich im Verlaufe mehrerer Stunden eine betriicht- 
liche Zunahme. 

Die seinerzeit vorlaufig mitgeteilten Beobachtungen haben sich in 
allem wesentlichen weiterhin bestiitigen lassen. Immerhin sind hinsichtlich 
gewisser Einzelheiten einige Korrekturen erforderlich geworden. Schon 
in einer Arbeit mit E. Berger‘) wies ich darauf hin, daB der Ubergang 
von Eisen aus den Blutzellen ins Plasma nicht mit der RegelmiBigkeit 
oder zum mindesten nicht regelmiBig mit der Geschwindigkeit erfolgt, wie 
dies nach den ersten Beobachtungen den Anschein hatte. Es finden sich 
auch deutliche Unterschiede im Verhalten bei verschiedenen Blutarten. 
Das Kaninchen, an dem die grundsiitzlichen Beobachtungen gemacht 
worden waren, erwies sich weiterhin als nicht besonders geeignet. Gerade 
bei ihm ist jener seinerzeit als ,,biologische Eisenabspaltung“ bezeichnete 
Vorgang durchaus nicht regelmibig zu beobachten. Sehr viel hiufiger 
findet sich eine Bestiitigung jenes Grundversuches beim Pferdeblut. Am 
allerhdiufigsten und beinahe regelmifig aber findet man jene Erscheinung 
an menschlichem Blut. Der Vorgang wurde daher an diesen beiden 
Blutarten weiter studiert. 


In 30 entnommenen Pferdeblutproben fand sich das ge- 
schilderte Phinomen 20 mal deutlich nachweisbar. In 33 an ver- 
schiedenen gesunden und kranken Versuchspersonen gewonnenen 
Blutproben fand sich eine deutliche Zunahme des Plasmaeisens 
nach der Exposition 28mal. In allen diesen Fiillen blieb das 
ungerinnbar gemachte Blut bei Brutschranktemperatur stehen. 
Die Dauer der Versuche wurde in der Regel nur auf etwa 
6 Stunden ausgedehnt. Auf vdéllig steriles Arbeiten muBte aus 
technischen Griinden verzichtet werden. Jedoch kénnen in der 
angegebenen Zeit bakterielle Prozesse wohl kaum eine Rolle 
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spielen. Zudem wurde frither auch bei sterilem Vorgehen dasselbe 
Resultat erreicht. Die Unterschiede in der Hiufigkeit einer beob- 
achtbaren Zunahme des Plasmaeisens an verschiedenem Blut- 
material (verschiedenen Tierarten) sprechen ebenfalls gegen ein 
Vorliegen bakterieller Prozesse. 


Die friiher mitgeteilten ersten Beobachtungen waren bei etwa 25° 
erfolgt. Damals hatte es den Anschein, daB eine Erhéhung der Versuchs- 
temperatur auf 37° keine wesentliche Beschleunigung machte. Andererseits 
zeigte sich jetzt, daB in jenen Fallen, in denen das ungerinnbar gemachte 
menschliche Blut bei Eisschrank- oder auch bei Zimmertemperatur stehen 
blieb, auch nach lingerer Zeit keine nachweisbare Zunahme des Plasma- 
eisens erfolgte. Mit Riicksicht auf die fiir eine zuverlissige Kisenbestimmung 
im Plasma erforderlichen Gesamtblutmengen wurden weitere Versuche zur 
Bestimmung des Temperaturkoeffizienten des in Frage stehenden Vorganges 
vorliufig beiseite gelassen. Wegen der an und fiir sich individuell ver- 
schiedenen Geschwindigkeit des Vorganges kénnen die an verschiedenen 
Versuchspersonen und gleichzeitig bei verschiedenen Temperaturen vor- 
genommenen Versuche nicht miteinander verglichen werden. Um etwaigen 
physiologischen Verhiltnissen am nichsten zu kommen, wurde daher, wie 
schon erwihnt, in der Regel die Temperatur von 37° eingehalten. 


Die folgende Tabelle enthilt einige wenige Beispiele fiir der- 
artige im Verlaufe weniger Stunden deutlich werdende F’'e-Zunahmen 
im Plasma. Es sind auch einige Falle mit aufgefiihrt, in denen 
die Zunahme ausblieb. 


Tabelle 1. 


Ungerinnbar gemachtes Blut (Liquoid ,,Roche“). 

Plasmaeisen Mol x 10~7/cem. 

Spalte a: Sofortige Abtrennung. 

Spalte b: Abtrennung nach 6 stiindigem Stehenlassen des Blutes bei 37°. 





6 Stunden 





Sofort 





‘~ 
aufende Blutart 
Nr. a b 
1 Pferd 0,15 0,25 















100 Georg Barkan, 


Kin grundsitzlicher Unterschied zwischen Plasma und Serum, 
der nach den ersten Beobachtungen friiber vermutet wurde [%), Anm, 
S. 201], laBt sich nicht aufrecht erhalten. Vielmehr ist gelegent- 
lich auch in gleichartig angelegten Versuchen mit defibriniertem 
Blut eine Zunahme des Serumeisens festzustellen. 


In der letzten Zeit hat H. Waelsch®*) verschiedentlich iiber Be- 
wegungen der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen und Plasma berichtet. 
So beschreibt er fiir Calcium, Natrium, Kalium und Magnesium Wande- 
rungen zwischen Blutkérperchen und Plasma nach der Blutentnahme. 
Hierbei spielt sich die Bewegung im Sinne des Konzentrationsgefilles ab, 
also fiir die beiden erstgenannten Mineralstoffe im entgegengesetzten Sinne 
wie fiir die beiden letzten. Die nihere Untersuchung dieser praktisch 
wichtigen Ausgleichsvorginge durch Waelsch und seine Mitarbeiter ergab, 
daB es sich hierbei offensichtlich um Diffusionen handelt. Es verdient 
besonders Interesse, daB diese am Blut unter deutlichen Schwankungen 
der Kurve, aber in ihrer Gesamtrichtung charakteristisch verlaufenden 
Bewegungen auch in Modellversuchen nachgeahmt werden konnten. Vor 
allem aber zeigte sich, daB dieselbe Bewegung in Richtung von oder zu 
den Blutkérperchen fiir die einzelnen Mineralstoffe erhalten bleibt, wenn 
das Plasma entfernt und die Blutkérperchen statt dessen in isotonischer 
Kochsalzlésung suspendiert wurden. Hier zeigt sich ein grundsitzlich 
anderes Verhalten, als man es beim Eisen findet. 

Blutkérperchen, die einen deutlichen Ubertritt von siure- 
léslichem Eisen ins Plasma erkennen lassen, geben kaum nach- 
weisbare Eisenmengen an eine isotonische Kochsalzlésung ab, 
wenn zuvor das Plasma entfernt und die Kérperchen durch mehr- 
fache Waschung vom vorhandenen Plasma befreit werden (Tab. 2), 

DaB es sich hierbei nicht etwa um eine Schidigung, jeden- 
falls um keine irreversible Veriinderung der Blutkérperchen durch 
die Waschung, handelt, die in diesen Fallen den Ubergang des 
Hisens in die isotonische Kochsalzlésung verhindert, laBt sich in 
folgender Weise zeigen. Bringt man einen Teil der vorgewaschenen 
Blutkérperchen aus der isotonischen Kochsalzlésung wieder in 
ihr physiologisches Milieu, indem man sie mit ihrem Plasma 
wischt und schlieBlich in dem urspriinglichen Plasmavolumen 
aufschwemmt, so tritt bei nunmehriger Exposition innerhalb 
weniger Stunden wieder wie im Normalversuch siurelésliches Eisen 
in meBbarer Menge ins Plasma iiber. In der Tab. 2 sind ent- 
sprechende Versuchsbeispiele zusammengestellt (Nr.3 und 4), Auch 
hier zeigt sich beim Serum kein grundsitzlicher Unterschied. 

Aus den Versuchen geht zur Geniige hervor, daB es sich beim 
Hisen nicht um einfache Diffusionsvorgiinge handeln kann. Im 
selben Sinne sprechen auch die friiher mitgeteilten Versuche, in 
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denen verschiedene Kisenverbindungen dem Blute zugesetzt wurden, 
ohne daB sich ein Kindringen in die Blutkérperchen feststellen 
lieB [Barkan*®)], 

Tabelle 2. 


Spalte a und b Plasmaeisen (Mensch). Erliuterung wie in Tab. 1. In einem 
Teil des Blutes wurden bald nach der Entnahme die Blutkérperchen yom 
Plasma befreit und auf der Zentrifuge mehrmals mit 0,85°/, iger NaCl-Lésung 
gewaschen. Dann wurde mit NaCl bis zum urspriinglichen Blutvolumen 
aufgefillt. In anderen Fiillen wurde das NaCl mit dem vorher abgetrennten 
Plasma bzw. Serum wieder ausgewaschen und damit zum urspriinglichen 
Volumen aufgefiillt. In Spalte c, d und e sind die Eisenwerte eingetragen, die 
nach 6 stiindigem Brutschrankaufenthalt der vorbehandelten Blutkérperchen- 
suspensionen in den betreffenden abgetrennten Fliissigkeiten gefunden wurden. 
Fe Mol x 1077/cem. 





Lfd. Sofort 6 Stunden |— Gasset . Stunden es 
Nr. NaCl Plasma | Serum 
< b Cc d e 

: 0,1 < 0,2 Spuren 

. 0,15 0,3 Spuren 

3 < 0,2 0,3 | 03 | 

t 0,25 < 0,4 eae 

Serum 0,25 











II. Beeinflussung des Vorganges. 


Um der Natur des fraglichen Grundvorganges niiher zu kommen, 
wurden eine Reihe orientierender Versuche durchgefihrt. Ks handelt 
sich einmal um die Frage, ob der Vorgang einer Enzymwirkung 
zu verdanken ist. Hierzu wurde schon erwiihnt, dai jedenfalls 
bei niederer Temperatur der Ubertritt von Eisen in die Blut- 
flissigkeit innerhalb der Versuchszeit nicht nachweisbar erfolgt. 
Der Vorgang laiuft hierbei also, wenn iiberhaupt, so jedenfalls 
mit auBerordentlich stark verminderter Geschwindigkeit ab. Der 
hohe Temperaturkoeffizient kénnte fiir einen fermentativen Prozeb 
sprechen. Gegen einen solchen spricht das Fehlen der hemmenden 
Wirkung von typischen Fermentgiften. Weder Cyankalium 
noch Chinin beeinflussen den Vorgang des Hiseniber- 
tritts ins Plasma (typische Beispiele in Tab. 3). 

Weiterhin ist die Frage zu erértern, ob es sich bei dem 
Ubertritt von Eisen aus den Formelementen in die Blutfliissigkeit 
um einen Vorgang handelt, der grundsiitzlich der chemischen Kisen- 
abspaltung durch Zusatz verdiinnter Siure entspricht. An diese 
Méglichkeit wire um so eher zu denken, als nach Versuchen von 
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Lintzel’) die Abspaltung von Eisen aus Blutlésungen in gleicher 
GréBenordnung wie unter SiureeinfluB auch bei schwach alkali- 
scher Reaktion verliuft. In einer friiheren Mitteilung (2. Mitteilung) 
wies ich darauf hin, daB die chemische Abspaltung bei weit aus- 
einander legenden Wasserstoffionenkonzentrationen annihernd 
iibereinstimmenden Verlauf zeigt. Fiir eine analoge Auffassung 
des hier erérterten Vorganges wiirde es sprechen, wenn die Zu- 
nahme durch solche Einfliisse gehemmt wiirde, die die chemische 
Kisenabspaltung zu hemmen imstande sind. In erster Linie ist 
es das Kohlenoxyd, dessen hemmende Wirkung beim Nachweis 
des leicht abspaltbaren EKisens im Gesamtblut von Barkan und 
Berger*®*) gefunden wurde. Weiterhin wird die chemische Kisen- 
abspaltung — und zwar grundsitzlich aus analogen Ursachen wie 
beim CO — auch durch Austreiben des dissoziablen Sauerstoffs 
aus dem Blute gehemmt. 


Der EinfluB des Kohlenoxyds auf die Eisenzunahme wurde 
iihnlich wie diejenige der Fermentgifte bei einem gréBeren Ver- 
suchsmaterial gepriift. Wie ich finde, ist die seinerzeit von mir 
erwiihnte®) hemmende Wirkung des CO auf den Ubertritt des 
Kisens aus den Formelementen ins Plasma nicht regelmibBig 
nachweisbar. Eine hemmende Wirkung findet sich nur etwa in 
der Hilfte der Fille. Dies steht im Gegensatz zu der regelmiBigen 
CO-Hemmung der chemischen Eisenabspaltung durch verdiinnte 
Siure. Die Tab. 3 enthalt Beispiele fiir vorhandene und fehlende 
CO-Hemmung. Ich halte es zuniichst jedenfalls nur unter Vor- 
behalt fiir gerechtfertigt, von biologischer Eisenabspaltung zu 
sprechen, wie ich dies seinerzeit vorgeschlagen hatte. DaB es 
sich bei der Kisenzunahme im Plasma um etwas anderes handeln 
diirfte als bei der chemischen unter SiureeinfluB erfolgenden Ab- 
spaltung, scheint auch daraus hervorzugehen, daB unter Wasser- 
stoffatmosphire durchgefiihrte Versuche keine deutlich nachweis- 
bare Hemmung gegeniiber dem unter Normalbedingungen ver- 
laufenden Vorgang bewirkten. Andererseits zeigte sich auch 
umgekehrt in den bisherigen Versuchen, da8 Durchperlung des 
Blutes mit Sauerstoff wihrend der Exposition die Geschwindig- 
keit der Eisenzunahme nicht sicher zu steigern vermochte. 


Erwihnt sei noch, daB Versuche, durch Veriinderung des py einen 
Ubertritt des Eisens aus den Blutkérperchen auch in eine wiibrige iso- 
tonische Lésung zu erreichen, bisher zu keinem Resultate fiihrten. Die 
Aufklirung der Natur des in Frage stehenden Vorganges bedarf daher 
noch weiterer Bearbeitung. 
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Tabelle 3. 


Spalte a und b Plasmaeisen. Erliuterung wie in Tab. 1. 
Spalte c enthilt die Fe-Werte bei mehrstiindiger Exposition in Gegenwart 
von Giften. 
Chin. = Chininum hydrochloricum 5 mg in 100 cem Blut. 
Cy = KCN 17 mg in 100 cem Blut. 
CO = Blut mit reinem Kohlenoxyd gesittigt. 
Fe Mol x 10~7/cem. 








Zunahme 














Lfd | 6 Stunden gehemmt (g) 

iy Blutart Sofort bzw. nicht 
Nr. nae gehemmt 

a b | c (n. g.) 

1 Mensch 0,15 0,25 | Chin. 0,25 n. g. 

2 ” 0,1 0,15 | - 0,15 n. g. 

3 s 0,3 0,45 | Cy 0,45 n. g. 

4 a 0,2 0,25 CO 0,25 n. g. 

5 0,25 035 | 4 0,25 g. 

6 Pferd 0,3 0,35 - 0,3 g. 

7 . 0,15 0,25 | 4 0,2 g. 

8 . > 0,1 0,25 | is 0,25 n. g. 


III. Verhalten des zusadtzlich aufgetretenen Plasmaeisens. 


Obwohl iiber den Mechanismus des Vorganges des Eisen- 
iibertritts in der Richtung von den Formelementen in die Blut- 
fliissigkeit eine heotinanahe Aussage noch nicht gemacht werden 
kad, ist es immerhin méglich, das Eisen nach seinem Ubertritt 
ins Plasma zu charakterisieren. Hierzu dient das Verhalten des 
bei der Exposition zusitzlich im Plasma auftretenden Eisens 
segeniiber Aluminiumhydroxyd und Kohlenoxyd. 

Es zeigt sich, daB das hinzugekommene Eisen unter den in 
einer friiheren Mitteilung [8. Mitteilung’)] geschilderten Bedingungen 
von Tonerde nicht adsorbiert wird. Ferner ergab sich, daB die 
Ionisierung dieses Eisenanteils im Plasma durch verdiinnte Siure 
bei Behandlung mit Kohlenoxyd nicht gehemmt wird. Die folgende 
Ubersicht (Tab. 4) enthilt Beispiele fiir das geschilderte Verhalten. 
Die erste Tatsache charakterisiert das zusitzlich im Plasma auf- 
tretende und aus den Formelementen stammende Eisen als zum 
leicht abspaltbaren“ Bluteisen gehérig?), die zweite T'atsache als 
zu dessen Fraktion EK’ gehérig*). Es unterscheidet sich also seiner 
Natur nach nicht vom priformierten siureléslichen Eisen der 
Blutfliissigkeit. Auch dieses ist, wie friiher beschrieben, unter 
entsprechenden Bedingungen nicht an Tonerde adsorbierbar?) und 
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hinsichtlich der Ionisierbarkeit durch verdiinnte Siure nicht durch 
CO hemmbar?®). 


Tabelle 4. 


Spalte a und b Plasmaeisen (Pferd). Erliuterung wie in Tab. 1. 
(Al) nach Behandlung des Plasmas mit Tonerde (10 g Aluminiumhydroxyd 
auf 100 cem Plasma) vgl. 8. Mitt., Diese Z. 221, 246, Tab. 5 (19338). 
(CO) nach Sittigung des Plasmas mit reinem Kohlenoxyd, vgl. 6. Mitt., 
Diese Z. 216, 4, Tab. 4 (1933). 
Fe Mol x 10~‘/cem. 








Laufende Sofort 6 Stunden 








Nr. a b 

1 < 0,2 < 0,3 
(Al) 0,2 (Al) < 0,3 

2 0,35 0,45 
(Al) 0,35 (Al) 0,45 

3 0,2 0,25 
(CO) 0,2 (CO) 0,25 

4 0,35 0,5 
(CO) 0,35 (CO) 0,5 

5 0,25 < 0,4 
(CO) 0,25 (CO) 0,4 


Ich erinnere daran, da nicht nur der eisenhaltige Blutfarb- 
stoff, sondern auch anorganisches Eisen, und so auch das bei der 
Siureeinwirkung aus dem Blute abgespaltene Eisen, leicht von 
Tonerde adsorbiert wird’). Auch aus dem vorher geschilderten 
Verhalten geht hervor, daB der hier in Frage stehende Vorgang 
jedenfalls keine Jonisierung darstellt. Andererseits spricht nichts 
gegen und vieles fiir die Annahme, da auch das priaformierte 
Plasmaeisen mindestens zum Teil dem gleichen Vorgang ent- 
stammt, und daB also, wie schon friiher angedeutet*), im strémenden 
Blut ein dauernder Ubertritt von Eisen aus den Formelementen 
in die Blutfliissigkeit erfolgt. Die biologische Wichtigkeit eines 
eventuellen solchen Vorganges lift sich jedenfalls nicht von der 
Hand weisen. 


IV. Plasmaeisen bei experimentellen Anamien. 


Es ist noch fraglich, ob der geschilderte Vorgang des Eisen- 
iibertritts aus den Formelementen in die Blutfliissigkeit in irgend- 
einer Weise beteiligt ist, wenn unter der Wirkung irgendwelcher 
exogener oder endogener Kinfliisse der normale EKisenspiegel im 
Plasma Veranderungen erfahrt. Hier interessieren besonders die 
Animien. 
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Die ersten Beobachtungen iiber den Einflu8 von experimentellen An- 
imien auf den Eisengehalt des Serums stammen meines Wissens von Fontés 
und Thivolle''). Die Autoren fanden am Pferd, daB 1 Liter Blutserum 
yon einem einem ersten groBen AderlaB folgenden zweiten AderlaB nur 
halb so viel Eisen enthielt als das erste normale Serum. Spiiter berichteten 
0. Warburg und H. Krebs’) iiber einige derartige Versuche an Végeln. 
Solche Tiere, die durch gréBere Blutentziehungen animisch gemacht worden 
waren, zeigten in 2 von 3 Fiillen eine deutliche Abnahme des Serumeisens 
gegeniiber der Normalperiode; im dritten Fall war eine nur unwesentliche 
Zunahme zu beobachten. Vor einiger Zeit (1934) teilten auch Thoenes und 
Aschaffenburg') Versuche mit, in denen bei akuten Entblutungsanimien 
am Kaninchen eine deutliche und systematische Abnahme des Serumeisens 
erkennbar war. 


Da in der Veréffentlichung von Thoenes und Aschaffen- 
burg nahere Angaben iiber Zeitpunkt und GréBe der Blutentnahme 
sowie iiber das sonstige himatologische Verhalten in den be- 
treffenden Fillen fehlen, habe ich selbst einige diesbeziigliche 
Untersuchungen angestellt. Wie aus der Tab. 5 hervorgeht, findet 
sich hierbei eine deutliche und teilweise sehr stark ausgeprigte 
Abnahme der Plasmaeisenwerte. Dies bestitigt also die von den 
friheren Autoren am Serum erhaltenen Ergebnisse. 


Tabelle 5. 











Entblutungsanimie. 
Kanin- o/ | Erythro- | Fe Mol 
chen Vor bzw. nach Hb ha Sra x 1077 B k 
(Protok.-| Aniimisierung nac’ | Miilionen| in 1 cem etniaian aie 
Nr. XX) Sahli] in iemm]| Plasma 
23 gf | Vor ......] 78 7,09 0,5 
1 Tag n. Entnahme Die 2. Blutent- 
von 17ccem Blut | 73 7,13 0,4 | nahme erfolgte 
von 25ccm Blut | 68 5,87 0,2 1 Tag nach der 1. 
24g} | Vor ...... 4] 80 7,64 >0,5 
1 ‘lag n. Entnahme 
von 19cem Blut | 72 6,59 0,35 Desgl. 
von 21cem Blut | 58 5,47 <0,3 
52 9 . eae 70 7,69 0,35 
1 Tag n. Entnahme 
von 25ccem Blut | 57 5,65 0,1 
2) Sere. 6,76 0,35 
1Tag n. Entnahme 
von 22cem blut | 63 5,65 | 0,3 














Diese Abnahme ist, zum mindesten in quantitativer Hinsicht, 
unabhingig von der gleichzeitigen Senkung der Himoglobin- und 
Erythrocytenwerte. Man findet einerseits bei konstant bleibenden 
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Werten fir den Haimoglobingehalt und fir die Erythrocytenzahl 
deutliche Abnahmen des Eisenwertes. Andererseits zeigt sich 
bei vorhandener Abnahme der sonstigen himatologischen Werte 
eine deren AusmaB stark iiberschreitende Senkung im Eisengehalt 
des Plasmas. Ahnlich wie ich dies friiher fir das leicht abspalt- 
bare Eisen des Gesamtblutes hervorhob [*) 8. 202ff.], fehlt also 
auch fiir das Plasmaeisen jedenfalls eine unmittelbare Ab- 
hingigkeit vom Blutfarbstoff. Dies bestiitigt die diesbeziiglichen 
klinischen bzw. experimentellen Beobachtungen von Guthmann 
und Mitarbeitern!’) sowie von Thoenes und Aschaffenburg'%), 

Um zu priifen, wie rasch die Schwankungen erfolgen, wurden 
bei einem Kaninchen Himoglobingehalt und Plasmaeisen in ver- 
schiedenen Portionen wahrend der Entblutung untersucht. Wie 
Tab. 6 zeigt, stimmen die Himoglobinwerte einerseits, die Plasma- 
eisenwerte andererseits in allen 3 Blutportionen, also zu Beginn, 
wihrend und am Ende der Entblutung, praktisch vollstindig iiber- 
ein. Dies bedeutet, da8 die Verinderungen im Blute nach akuten 
Blutentnahmen, die ihrer Gréfe nach annihernd den Einzel- 
portionen beim letzterwihnten Versuch entsprechen, jedenfalls 
sekundiiren Prozessen zu verdanken sind. 


Tabelle 6. 


Getrennte Bestimmung in 3 Portionen ein und derselben Blutentnahme. 
Kaninchen 38 6. Protokoll Nr. XX. 








Nummer und GroéBe der Hb %, Fe Mol x 107? 
entnommenen Blutportion | nach Sabli | in 1eem Plasma 


1. Portion 20 cem ... 82 








0,3 
2. Portion 20cem . . . 81 0,3 
3. Portion 20cem .. . 79 0,3 


In einer friiheren Mitteilung ['°) S. 13] erwaihnte ich, dab 
die akute und die chronische sekundiire experimentelle Animie 
sich hinsichtlich des Kisens in der Blutfliissigkeit zu unterscheiden 
scheinen. Jedenfalls zeigte sich, dab bei der chronischen Ent- 
blutungsanimie des Pferdes im Gegensatz zur akuten das Plasma 
auffallend hohe Eisenwerte aufwies, die sich beim Riickgang der 
Animie allmahlich zur Norm senkten. 

Thoenes und Aschaffenburg erwihnen die von Locke, 
Main und Rosbash*’), bzw. Dominici’) bei gewissen Animie- 
formen (Perniciosa und himolytischer Ikterus) beobachteten Er- 
héhungen der Serumeisenwerte. Ich habe an einigen Kaninchen 
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enzah!| das Verhalten des Plasmaeisens im Verlaufe der Phenylhydrazin- 
t sich animie untersucht. Hierbei zeigte sich in 4 Fallen, in denen 
Werte grobe Himolyse ausgeschlossen werden konnte und das Plasma 
gehalt hellgelbe Farbe hatte, 3mal eine Abnahme des Plasmaeisens 
a wihrend der Animie, 1mal dagegen keine Veriinderung (Tab. 7). 
SO 
Ab- Tabelle 7. 
ichen | Phenylhydrazinanimie. 
rin — oe op Vor bzw. nach} Hb |Erythro-| Fe Mol 
Ma (Proto- | jiz. Phenylhydrazin ne SE eee pee 
koll (1°/,ige neutralis. mit nach |Millionen}] in 1 ccm 
ver- Nr. XX) Lsg.*) ceem Phenylhydrazin | Sahli | in 1¢mm Plasma 
Wie a —=—= 
sma- 39 9 7,4 vor 80 7,15 0,45 
rinn, nach 32 3,35 > 0,3 
ber. 40 ff 6,2 vor 80 7,18 >0,3 
nach 45 4,42 >0,2 
atven 41 9 5,7 vor 73 | 7,04 >0,3 
zel- nach 40 | 4,02 0,25 
alls 54 gt 1,7 vor 82 7,67 0,25 
nach 45 4,79 0,25 
*) Herstellung vgl. %) S. 219. 
Es fallt hierbei auf, daB auch die vorhandenen Abnahmen 
‘ im allgemeinen viel weniger ausgesprochen waren als in den friiher 
angefiihrten Fallen von sekundirer AderlaBanimie bei viel weniger 
stark abgesunkenen Hb-Werten. Es bleibt zunichst fraglich, ob 
die fehlende oder weniger stark ausgesprochene Beeinflussung des 
Plasmaeisenwertes bei dieser Aniimieform darauf zuriickzufiihren 
ist, daB es sich hier um eine toxische, himolytisch bedingte 
Animie im Gegensatz zur Entblutungsaniimie handelt, oder aber 
darauf, daB es sich um eine mehr chronische Aniimie handelt. 
B Die vorher erwahnten, in der Literatur beschriebenen Er- 
” héhungen des Plasmaeisenwertes bei klinischen Animieformen 
" einerseits, bei der chronischen Entblutungsaniimie des Pferdes 
- andererseits lassen beide Méglichkeiten in Betracht kommen”). 
4 Thoenes und Aschaffenburg weisen auf die Bedeutung des reti- 
r culoendothelialen Systems fiir den Serumeisengehalt hin. Sie finden in 


Versuchen mit Metallkolloiden, daB Stoffe, die das reticuloendotheliale System 
voriibergehend funktionell auszuschalten vermégen, den Serumeisengehalt 
herabsetzen. Mit einem der auch von den beiden genannnten Autoren be- 


*) Vgl. hierzu auch das friiher studierte Verhalten des leicht abspalt- 
baren Eisens im Gesamtblut bei der Entblutungsaniimie der Gans und 
der Phenylhydrazinanimie des Kaninchens [*) 8, 202ff.). 
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nutzten Metallkolloide, nimlich mit Thorotrast, hatte auch ich schon frither 
Versuche angestellt. In der Arbeit von Thoenes und Aschaffenburg 
sind Versuche beschrieben, in denen 24 Stunden nach erfolgter Thoro- 
trastinjektion eine sehr starke Abnahme des Serumeisens zur 
Beobachtung kam. In den von mir mit Thorotrast durchgefiihrten Ver- 
suchen an derselben Tierart fand ich, wie friiher schon mitgeteilt'*), keine 
Abweichung des Plasmaeisens von der Norm und auch keine abnorm 
niedrigen Bilirubinwerte im Plasma. Der Widerspruch zwischen den An- 
gaben von Thoenes und Aschaffenburg und meinen eigenen ist nur 
ein scheinbarer. Der Unterschied beruht darauf, da8 meine Tiere erst zu 
spiterer Zeit nach erfolgter Thorotrastapplikation untersucht wurden. Die 
Injektion erfolgte zudem fraktioniert wihrend lingerer Zeit. Aus der Arbeit 
von Thoenes und Aschaffenburg ["”) S. 88] ist zu ersehen, da 24 Stunden 
nach der Thorotrastinjektion die Fe-Werte im Serum am niedrigsten sind, 
um im Verlauf weiterer 24 Stunden auf und iiber die Norm anzusteigen. 


Zusammenfassung. 


1. An menschlichem und an Pferdeblut wurde der Vorgang 
des Eiseniibertritts aus den Blutkérperchen ins Plasma beim Stehen- 
lassen des ungerinnbar gemachten Blutes niher untersucht. 

2. Der Vorgang ist keine Diffusion, er ist unabhingig von 
Hiimolyse und wird durch Fermentgifte (Chinin, KCN) nicht be- 
einfluBt, jedoch hiufig durch Kohlenoxyd gehemmt. 

3. Der im Plasma zusitzlich auftretende Anteil des Eisens 
ist unter friiher angegebenen Bedingungen nicht an Tonerde ad- 
sorbierbar und durch Kohlenoxyd hinsichtlich seiner Jonisierbarkeit 
mittels Séure nicht hemmbar. Er verhilt sich also wie das pri- 
formierte siurelisliche Plasmaeisen. 


4, Bei verschiedenen Formen experimenteller Animie wechselt 
auch das Verhalten des Plasmaeisens. 
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Prostataphosphatase. 
2. Mitteilung ’). 
Von 


Waldemar Kutscher und Alfred Wérner. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1936.) 


Die von uns in Angriff genommene Reinigung der Phospho- 
esterase mit saurem p,,-Optimum fiihrte bei der menschlichen 
Harnphosphatase zu Fermentpriparaten von betrachtlicher Rein- 
heit. Nach der Auffindung der Prostataphosphatase’) erschien 
es aber zweckmibiger, die Reinigungsversuche auf dieses Enzym 
zu ubertragen, da der Fermentgehalt der Prostata ein Vielfaches 
auch der aktivsten Harnportionen betragt. AuBerdem hat man 
es bei der Prostata mit einer einheitlichen Phosphatase zu tun, 
was beim Harn héchstwahrscheinlich nicht der Fall ist. Vor 
Inangriffnahme der Reinigungsoperation war es aber notwendig, 
die EKigenschaften des neuen Enzyms genau kennenzulernen, um 
die zweckmiBigste Methode zur Reinigung festzulegen und um 
beurteilen zu kénnen, inwieweit das neue Enzym mit den bisher 
bekannten gleichartigen tierischen Phosphatasen tbereinstimmt. 

Orientierende Versuche!) hatten eine gute Ubereinstimmung 
der Aktivitits-p,-Kurven der Harn- und der Prostataphosphatase 
gezeigt, Als Substrat wurde Phenylphosphorsiure verwendet, 
welche nach iibereinstimmenden Angaben anderer Autoren bei 
einem p,-Optimum gespalten wird, das von demjenigen der 
physiologischen Substrate etwas abweicht: So spaltet die Erythro- 
cytenphosphatase das Phenylphosphat in einem etwas stirker 
sauren”), die Nierenphosphatase in einem etwas stirker alkalischen 
Milieu’), Es muBte also eine Bestimmung der Aktivitats-p,,-Kurve 





1) Diese Z. 236, 237 (1935). 
2) I. Roche, zitiert nach Ber. Physiol. 64, 568 (1932). 
3) §. J. Folley u. H. D. Kay, Biochemic. J. 29, 1837 (1935). 
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fir ein physiologisches Substrat z. B. Glycerophosphat durch- 
gefiihrt werden. AuBerdem muBte untersucht werden, wie weit die 
Aktivitiits-p,-Kurve durch Inaktivierungsvorginge beeinfluBt wird. 
In nachfolgender Versuchsanordnung wurde die Zerstérung des Fer- 
mentes durch verschiedene H-lonenkonzentrationen untersucht. 


Gleiche Fermentmengen wurden 1 Stunde lang bei 37° der Einwirkung 
verschiedener Pufferlésungen unterworfen, dann durch Zusatz von n/10-HC! 
bzw. NaOH das optimale py wieder hergestellt und Substrat zugesetzt. 
Ein Kontrollversuch ohne Vorbehandlung des Fermentes gab die Ver- 
gleichsspaltung, auf die die Werte nachfolgender Kurve bezogen sind; als 
Ordinate sind die Spaltungen, die nach 1 stiindiger EKinwirkung der ver- 
schiedenen H-Ionenkonzentrationen noch iibrig geblieben waren, in Prozenten 
der Vergleichsspaltung eingetragen. 








Fig. 1. 


Wie die Fig. 1 zeigt, ist das Ferment in einem breiten 
p, Bereich p,, 3,7—6,0 véllig bestindig. In diesen Bereich fallt 
auch das p,-Optimum fiir die Spaltung aller Substrate. Im sauren 
Milieu wird das Ferment schon bei relativ geringer Erhéhung 
der H-Ionenkonzentration total inaktiviert, wihrend bei p,, 3,7 
innerhalb 1 Stunde noch keine meBbare Inaktivierung eingetreten 
war, wurde bei p,, 3,0 das Ferment schon nach 15 Minuten 
praktisch vollig zerstért. Auch eine Anderung des p,, nach der 
alkalischen Seite ist mit Inaktivierung verbunden, doch ist sie in 
diesem Fall viel geringer. So ist z. B. beim Neutralpunkt noch 
etwa 70°/, des Enzyms intakt. Die GréBe der Inaktivierung ist 
unabhingig von der Substratkonzentration und wurde bis zu 
10fach gréBeren Substratmengen prozentuell gleich gefunden. 
Die Stabilitét des Enzyms bei p,, 3,7—6,0 ist, wenn man seine 
groBe Empfindlichkeit bei den anderen H-Ionenkonzentrationen 
beriicksichtigt, auffallend groB; auch nach einer wesentlich langeren 
Einwirkungsdauer und bei hoéheren Pufferkonzentrationen trat 
keine Aktivititsabnahme ein. 
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A =1ccem Ferment in m/5-Citratpuffer py, 5,4; Einwirkungsdauer 
¢ Stunden bei 37°, dann Zusatz von Substrat. 
B = Kontrollversuch (Ferment direkt mit Substrat versetzt ohne Vor- 


behandlung). 
mg P aus 0,152 m, 8-Glycerophosphat in 1 Stunde bei 37°. 


A Bb 
1eecm Ferment. ...... 15,93 15,65 
2cem Ferment. ...... 25,7 26,1 


Es wurden nun Zeitumsatzkurven bei verschiedenem p,, er- 
mittelt und daraus, sowie aus besonderen Versuchen, die Akti- 
vitiits-p,,-Kurve fiir das Anfangsstadium der Hydrolyse (10 bzw. 
15 Minuten) festgelegt. Der abweichende Verlauf der Substrat- 
hydrolyse bei den verschiedenen H-lonenkonzentrationen zeigt 
die oben erwihnten Unterschiede in der Inaktivierung noch einmal 
deutlich; die Phenylphosphorsiurespaltung verliuft gleichartig. 





P , — 7 
| 
DV 


3 blycerophosphat 
& OLYCELOPNOSPid 








Fig. 2. 


Statt Aktivitits-p,-Kurven geben wir im nachfolgenden die fiir das 
Anfangsstadium der Hydrolyse ermittelten Spaltungen in mg P wieder. 
OS eee ee 2,0 3,01 3,76 4,84 5,88 6,19 6,92 
8-Glycerophosphat (10 Min.) 0,91 0,91 2,05 2,38 2,84 2,61 1,93 
Phenylphosphors. (15 Min.) 0,43 0,64 1,66 1,86 1,75 1,39 — 


Das p,,-Optimum der Glycerophosphatspaltung liegt demnach 
bei p,, 5,2—6,2, dasjenige der Phenylphosphorsaurehydrolyse bei 
4,0—5,4 analog den Beobachtungen bei den anderen Phosphatasen. 
Das Optimum indert sich im Verlauf der Reinigung nicht und 
auch die best gereinigten Priiparate (vgl. S. 123) zeigen keinerlei 
Spaltung im alkalischen Milieu. Dies sei hervorgehoben, da 
Roche‘) bei Reinigungsversuchen der Erythrocytenphosphatase 
eine Anderung des Optimums von p,, 6,0 nach p,, 9,0 beobachtet 


4) I. Roche u. M. Latreille, C. r. Soc. Biol. 119, 1144 (1935). 
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haben will und damit eine Umwandlung der sauren Phosphatase 
in die alkalische ausgefiihrt zu haben glaubt. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist besonders im Hinblick auf 
die physiologische Bedeutung der Prostataphosphatase interessant: 
Py,-Optimum und Bestindigkeit des Fermentes stimmen vdllig mit 
der im Vaginalsekret herrschenden Reaktion p,, 4,0—5,6 tiber- 
ein, aber auch bei der Wasserstoff-lonenkonzentration im Cervikal- 
kanal (etwa p,, 7,3) zeigt das Ferment noch den gréBten Teil 
seiner Wirksamkeit. 

Beobachtungen, die den hier beschriebenen Inaktivierungsvorgiingen 
iihnlich sind, wurden auch bei verschiedenen anderen Phosphatasen ge- 
macht. So findet Jacobsen’) fiir die Nierenphosphatase eine p,y-Inakti- 
vierungskurve, die der in Fig. 1 wiedergegebenen ganz dhnlich ist. Mart- 
land und Robison®) zeigten, da’ Knochenphosphatase bei einem py 
héher als 8 schnell inaktiviert wird und King’) findet fiir die Nieren- 
phosphatase ein Optimum der Stabilitit fiir py 7. In neuester Zeit konnten 
Folley und Kay’) bei der Phosphatase der Milchdriise ein dhnliches 
Stabilitétsoptimum und eine rasche Inaktivierung beim Ubergang in stirker 
saures oder alkalisches Milieu nachweisen. Endlich sei auf die bekannten 
Untersuchungen von Bamann ec. s.*°) verwiesen, denen eine Trennung 
der beiden isodynamen Phosphoesterasen tierischer Organe durch selektive 
Inaktivierung im sauren bzw. alkalischen Milieu gelang. 

Aus allen diesen Beobachtungen ergibt sich als charakte- 
ristische Eigenschaft der Phosphatasen, daB ihre Bestandigkeit 
gegeniiber der Einwirkung verschiedener H-Ionenkonzentrationen 
auf einen relativ engen p,,-Bereich beschrinkt ist. 

Eine Kigentiimlichkeit der Phosphatase vom alkalischen 
Optimum ist die weitgehende Unabhingigkeit des Anfangsstadiums 
der Hydrolyse von der Substratkonzentration. So fanden Mart- 
land und Robison®) bei der Knochenphosphatase, daB die 
Spaltung von £-Glycerophosphat in einem Bereich von 0,003 m 
bis 0,3 m von der Konzentration unabhiingig ist. Abhnliche Be- 
funde wurden fiir die Darmphosphatase’*) und fir die Nieren- 
phosphatase?) erbracht. Innerhalb der ersten Stunde der fermen- 
tativen Hydrolyse ist die Fermentmenge direkt proportional der 
Menge des abgespaltenen P?%). Diese Tatsachen sind die Grund- 
lage der gebrauchlichsten Phosphataseeinheit. Es muBte nun 





5) Biochem. Z. 263, 307 (1933). 
6) Biochemic. J. 21, 666 (1927). ?) Biochemic. J. 26, 799 (1931). 
8) E. Bamann u. E. Riedel, Diese Z. 229, 125 (1934). 

*® E. Bamann n. K. Diederichs, Ber. chem. Ges. 67, 2099 (1934). 
10) Levene, J. of Biol. Chem. 88, 758 (1930). 
1) H. u. E. Albers, Diese Z. 232, 165 (1935). 
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geprift werden, ob die Reaktionskinetik unseres neuen Fermentes 
mit derjenigen der bekannten Phosphatasen iibereinstimmt. 

Wie nachfolgender Versuch zeigt, besteht bei der Prostata- 
phosphatase eine starke Abhingigkeit von der Substratkonzen- 
tration. 

8-Glycerophosphat; 1 Stunde, 37°, mg P. 
— 0,0065 0,0129 0.0256 0,051 0,102 0,153 0,204 0,306 
Frisches Ferm. 3,16 4,72 6,64 9,30 11,55 13,55 18,75 13,65 
Gealtert. Ferm. 1,70 2,53 3,67 5,37 5,37 5,37 — — 


Bei etwa 0,153 m wird ein deutliches Maximum der Reak- 
tionsgeschwindigkeit erreicht, das bei allen frischen Priparaten 
sowohl von Prostata, wie von Ejakulatphosphatase gefunden wurde. 
Dieses Maximum ist nicht sehr scharf, da gelegentlich auch bei 
Substratkonzentrationen héher als 0,153 m noch eine geringfiigige 
Zunahme der Spaltung beobachtet wurde; umgekehrt wurde bei 
Praiparaten, die durch lingeres Stehen AktivitatseinbuBen erlitten 
hatten, beobachtet, daB dieses Maximum auch bei einer niedrigeren 
Substratkonzentration liegen kann. Dies darf wohl damit erklart 
werden, da die durch Alterung bedingte Inaktivierung mit einer 
Anderung der Affinitit des Enzyms zum Substrat einhergeht. 
Bei sehr hohen Substratkonzentrationen (héher als 0,352 m) tritt 
auch bei der Prostataphosphatase die in der Fermentchemie 
allgemein bekannte Hemmung durch Substrate ein. 

Die weitgehende Abhingigkeit des Umsatzes von der Substrat- 
konzentration scheint fir die Phosphatasen mit saurem Optimum 
charakteristisch zu sein. So wird auch bei der Erythrocyten- 
phosphatase!*) das Maximum des Umsatzes erst oberhalb einer 
Glycerophosphatkonzentration von 0,15m erreicht, Interessanter- 
weise zeigen auch die reineren Praiparate der alkalischen Nieren- 
phosphatase eine deutliche Abhingigkeit des Umsatzes von der 
Substratkonzentration'), wihrend die Rohpriiparate noch den 
erwihnten reaktionskinetischen Kigentiimlichkeiten der alkalischen 
Phosphoesterasen entsprechen. Es wiire daher interessant zu 
untersuchen, ob die fiir die Kinetik der alkalischen Phosphatase 
gefundenen charakteristischen Beziehungen zwischen Substrat- 
konzentration und Umsatz nicht durch irgendwelche Begleitkérper 
bedingt sind, nach deren Entfernung eine fiir alle Phosphatasen 
einheitliche Reaktionskinetik zum Vorschein kame. 





12) T. Roche, Biochemie. J. 25, 1724 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 
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Untersucht man bei der gefundenen optimalen Substrat- 
konzentration von 0,153 m-Glycerophosphat die Abhiingigkeit des 
Umsatzes von der Enzymmenge, so findet man in einem aller- 
dings engen Bereich (bis etwa 9°/, Umsatz) eine direkte Pro- 
portionalitét; bei gréBeren Enzymmengen nimmt dagegen der 
Umsatz ab. 


Substratkonz.: 118,5 mg org. geb. P = 0,153 m-8-Glyceroph., 1 Stunde, 37°. 


a 0,1 O02 08 04 O05 06 08 1,0 1,5 20 
mg P .... 223 410 610 813 9,90 11,4 15,1 17,8 23,3 273 


Der zeitliche Verlauf der Spaltung wurde bei verschiedenen 
Konzentrationen, die sowohl iiber wie unter derjenigen von 0,153 m 
lagen, untersucht; iiberall findet sich, selbst innerhalb kurzer 
Beobachtungszeiten, ein deutlicher Abfall der Reaktionsgeschwin- 
digkeit mit der Zeit. Der Reaktionsverlauf entspricht auBerdem 
nirgends demjenigen einer monomolekularen Reaktion. 


0,153 m-Glycerophosphat; Mittelwerte aus 2 Parallelansiitzen. 
Zeiten ..... 15’ 30’ 45’ 60’ 15’ 
Nn ee 1,35 2,48 348 4,88 5,17 


Da somit bei der Prostataphosphatase die Umsitze bei einer 
gut bestimmbaren Substratkonzentration ein Maximum erreichen, 
ist es zweckmaéBig, die enzymatische Aktivitit stets bei der ge- 
fundenen optimalen Substratkonzentration von 0,153 m zu messen. 
Die Einhaltung einer bestimmten kurzen Reaktionszeit (30 oder 
60 Minuten) entsprechend Umsitzen bis 9°/, ist giinstig. Unter 
diesen Umstinden darf man von dem gemessenen lJmsatz direkt 
auf die vorhandene Fermentmenge schlieBen. Verwendet man 
eine empirisch ermittelte Fermentmenge—Umsatzkurve, so darf 
man bei der quantitativen Bestimmung des Fermentgehaltes auch 
tiber 9°/,ige Umsiitze hinausgehen, vorausgesetzt, daB man 
mindestens 2 Bestimmungen ausfiihrt und auf diese Weise die 
graphisch ermittelten Fermentmengen kontrolliert. Ob man dabei 
als Fermenteinheit diejenige Fermentmenge ansieht, die innerhalb 
1 Stunde bei 37° 0,1 mg P abspaltet, oder gréBere Umsitze vor- 
zieht, ist unerheblich. Bei der hohen Aktivitaét der Prostata- 
phosphatase erscheint ein Umsatz = 1 mg P (unter den an- 
gegebenen Bedingungen) als Fermenteinheit zweckmibiger. 

Zur Charakterisierung einer neuen Phosphatase ist die Unter- 
suchung der fiir die Phosphatasen beschriebenen Aktivierungen 
und Hemmungen unerliBlich. 
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Die meisten Phosphatasen von saurem p,,-Optimum (mit 
Ausnahme der Erythrocytenphosphatase) scheinen nunmehr durch 
Mg-Ionen nicht aktivierbar zu sein. Auf diese Tatsache wurde 
gzuerst von EK. Bamann und EK, Riedel®*) bei den Organphos- 
phatasen hingewiesen, nachdem Davies") einige Zeit friher 
bei der Milzphosphatase (p,,4—5) im Optimum eine Hemmung 
feststellen konnte. In neuerer Zeit wurde das Fehlen der Mg- 
Aktivierung fiir die Hefephosphatase'*) und fiir die Harnphos- 
phatase !®) nachgewiesen. Abweichend davon verhilt sich nur 
die «-Glycerophosphatase der Hefe'*), die in Veronalpufier durch 
Mg aktiviert wird; allerdings tritt im Citratpuffer die Aktivierung 
erst bei unphysiologisch hohen Mg-Konzentrationen auf und es 
bleibt ungewiB, welcher Befund die tatsiichlichen Verhiltnisse 
besser wiedergibt. Um eindeutige Aussagen machen zu kénnen, 
wurde die Wirkung von Mg-Ionen auf die Prostataphosphatase 
bei verschiedenen Substrat- und Mg-Konzentrationen mit und 
ohne Citratpuffer studiert. Unter allen Bedingungen waren Mg- 
Ionen wirkungslos. Arbeitet man bei einer Substratkonzentration 
von 0,232 m-f-Glycerophosphat, die durch Zusatz von HCl auf 
ein p, von 5,40 eingestellt wird, so kann man jeden Pufferzusatz 
fortlassen, da, wie elektrometrische Kontrollen zeigten, die H-lonen- 
Konzentration sich bei miBigen Umsitzen nicht andert. 


0,232 m-8-Glycerophosphat; 1 Stunde, 37°. 


Mg-Konzentration . ... — m/50 m/100 m/200 m/300 
Me & 68 oo oe 5,13 5,00 4,87 4,70 5,00 
Py am Beginn der Reaktion..... 5,34 
Po », Ende * i. «eS 5,31 


Auf die Wiedergabe der iibrigen Versuche wird verzichtet, 
da sie nichts Wesentliches bringen. Es erscheint somit gesichert, 
daB auch die Prostataphosphatase durch Mg nicht aktiviert wird. 

Die Wirkung von Fluorid auf Phosphatasen wurde wiederholt 
untersucht. Die Ergebnisse lassen sich dahin zusammenfassen, 
daB offenbar alle Phosphatasen mit saurem Optimum stark ge- 
hemmt werden, wiihrend die alkalischen Phosphatasen selbst durch 
relativ hohe Fluoridkonzentrationen unbeeinfiuBt bleiben. Der 
Nachweis der Hemmbarkeit durch Fluorid wurde fir pflanzliche 





18) Biochemic. J. 28, 529 (1934). 

14) H. u. E. Albers, Diese Z. 235, 47 (1935). 
15) W. Kutscher, Diese Z. 235, 62 (1935). 
1%) A. Schaffner u. E. Bauer, Diese Z. 232, 64, 66 (1935). 
g* 
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Phosphatasen von Inouye?’) erbracht; auch die Hefephosphatase +‘) 
wird stark gehemmt. G. Schmidt?) zeigte als erster, daB auch 
eine tierische Phosphatase — die Guanylsiurephosphatase der 
Leber — gegen Fluorid sehr empfindlich ist, wobei die reineren 
Priparate am stiirksten gehemmt wurden. Seine Versuche wurden 
in ungepufferten Lésungen ausgefiihrt, so daB der Unterschied 
im Verhalten der beiden isodynamen Phosphatasen gegeniiber 
Fluorid noch nicht klar erkannt werden konnte. Erst in neuester 
Zeit zeigten Belfanti, Contardi und Ercoli”’), daB die sauren 
Phosphatasen der Leber und der Niere durch Fluorid stark 
gehemmt werden und sich dadurch charakteristisch von den 
alkalischen Phosphatasen der iibrigen Organe einschlieBlich der- 
jenigen der Knochen unterscheiden. In Erweiterung dieser Be- 
funde wird hier nachgewiesen, daf die Prostataphosphatase schon 
durch m/100-Natriumfluorid stark gehemmt wird; selbst m/500- 
NaF zeigt noch eine ausgesprochene Wirkung. 





0,153 m-Glycerophosphat; 1 Stunde, 37°; Citratpuffer py 5,4; mg. 


Konzentration von NaF — m/50 £m/100 m/500 m/1000 
Ejakulatphosphatase . . 6,7 0 1,09 5,0 6,50 
Hemmung in % ... — 100 83,7 25,3 3,0 
Prostataphosphatase . . 8,4 0 1,46 6,64 8,32 
Hemmung in %/, ... — 100 82,6 21,0 0 


Vorstehender Versuch zeigt gleichzeitig die véllige Identitat 
der im Kjakulat und in der Prostata vorkommenden Phosphatasen. 
AuBerdem lehrt dieser Versuch und der nachfolgende, daB die 
Hemmungen durch die Verschiedenartigkeit der Begleitstoffe nicht 
wesentlich beeinfluBt werden. 

Fiir die alkalischen Phosphatasen ist ein anderer Hemmungs- 
mechanismus charakteristisch, dem wahrscheinlich eine groBe 
physiologische Bedeutung zukommt. Wie Waldschmidt-Leitz 
und Schiffner?»*2) sowie Edlbacher und Kutscher?**) zeigten, 
wird die Dephosphorylierung verschiedener biologischer Substrate 
durch SH-Ké6rper (Cystein, Glutathion usw.) spezifisch gehemmt 
und es liegt nahe, in dieser Erscheinung einen Regulierungs- 
mechanismus des Phosphatumsatzes zu sehen, der in ursichlichem 


17) Biochemie. J. 7, 433 (1927); 10, 395 (1929). 

8) Auhagen, Biochem. Z. 265, 217 (19383). 

*) Klin. Wschr. 1931, 166; Diese Z. 208, 185 (1932). 

°) Biochemic. J. 29, 517, 842, 1491 (1935). 

71) Naturw. 20, 122 (1932). 22) Diese Z. 214, 75 (1932). 
78) Diese Z. 207, 1 (19382). 
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Zusammenhang mit dem Sauerstoffpotential in der Zelle stehen 
wiirde, da ein Ubergang in die S-S-Form die hemmende Wirkung 
der Sulfhydrylkérper gréBtenteils aufhebt. Diese Befunde blieben 
zwar nicht unwidersprochen?**5), doch konnte H. Albers?*) an 
gereinigten Phosphatasepriparaten aus Niere den eindeutigen 
Beweis fiir die stark hemmende Wirkung der Sulfhydrylkérper 
erbringen. 

Prostataphosphatase wird durch Sulfhydrylkérper nicht ge- 
hemmt, auch nicht im maximal gereinigten Zustand (8S. 123). Nach- 
folgend ein Versuch, der gleichzeitig die véllige Ubereinstimmung 
des Prostata- und des Ejakulatfermentes zum Ausdruck bringen soll: 


0,0129 m-f-Glycerophosphat; Citratpuffer py 5,4; 1 Stunde, 37°; mg P. 


Cysteinkonzentration*) . _ m/50 m/100 m/300 
Ejakulatphosphatase . . 2,26 2,41 2,30 2,41 
Prostataphosphatase . . 5,42 5,30 5,45 5,40 
Gereinigtes Ferment. . 5,88 6,00 5,90 5,98 


*) Cysteinchlorbydrat ,,.Kahlbaum“, Reagens nach Warburg, mit NaOH 
genau neutralisiert. 


Das Verhalten der sauren Phosphatasen gegeniiber Sulfhydryl- 
kérpern ist kaum untersucht worden; man findet nur bei H. Albers *®) 
einen Hinweis darauf, daB Oberhefenphosphatase durch Cystein 
nicht gehemmt wird. Der Verfasser nimmt an, da bestimmte 
natiirliche Begleitstoffe das Enzym vor der EKinwirkung des Cysteins 
schiitzen. Auf Grund der vorliegenden Befunde neigen wir eher 
zu der Annahme, daB die sauren Phosphatasen durch Sulfhydryl- 
kérper nicht gehemmt werden, worin ein weiterer charakteristischer 
Unterschied gegeniiber der anderen Phosphatasegruppe zu sehen 
wire. Diese Annahme wird besonders durch die ‘Tatsache ge- 
stiitzt, daB auch das maximal gereinigte Enzym Cystein gegen- 
iiber indifferent war. Dem steht eigentlich nur ein Befund von 
Schaffner und Bauer?’) bei einer Hefephosphatase entgegen. 
Da aber dieser Versuch bei p,, 6,1 und nicht im Optimum der 
sauren Phosphatase der Hefe [p,, 3,5—4,0°*)] ausgefiihrt wurde 
und iberdies die Hemmung fir etwa m/100-Cystein geringfiigig 
ist (etwa 15 °/,), wihrend gleichzeitig die Nierenphosphatase kriftig 
gehemmt wurde, so glauben wir, daf dieser Befund nicht im 





24) K. Lohmann, Biochem. Z. 262, 157 (1933). 
25) Késter u. Bersin, Diese Z. 231, 153 (1935). 
26) Ber. chem. Ges. 68, 1443 (1935). 

27) Diese Z. 225, 245 (1934). 
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Gegensatz zu der oben erwihnten Annahme zu stehen braucht. 
Es muB auch beriicksichtigt werden, dai nach den Untersuchungen 
von H. und E. Albers!) in der Unterhefe neben der typischen 
sauren Phosphatase auch eine solche mit einem Wirkungsoptimum 
nahe dem Neutralpunkt vorkommt, die in ihren Kigenschaften 
den typischen alkalischen Phosphatasen dhnlich sein kann. 


Schon bei der Untersuchung der Harnphosphatase fiel es auf, 
da8 bei der Darstellung der Trockenpriparate gerade bei den 
aktivsten Harnportionen durch Ausfillung mit Alkohol grofe 
Fermentverluste eintraten. Das war die Veranlassung, die EKin- 
wirkung verschiedener Narkotika auf die Prostataphosphatase zu 
studieren. 


Die Wirkung der Narkotika und besonders der Alkohole auf Enzyme 
wurde oft untersucht. Sie wirken erst in relativ hohen Konzentrationen 
hemmend, wobei im Verhalten der verschiedenen Enzyme Unterschiede 
bestehen: einige wie Lactase, Emulsin usw. sind noch bei Gegenwart von 
recht hohen Konzentrationen Alkohol wirksam. Im allgemeinen kann man 
sagen, daB Alkohole die Enzyme woh! in der Mehrzahl der Fille hemmen, 
aber sie kaum zerstéren. Fallungen mit Alkohol, Trockenpulver mit Alkohol- 
ither oder mit Aceton hergestellt, sind meist genau so wirksam wie Organ- 
extrakte. Eine gewisse Sonderstellung nimmt die Lipase ein, bei der Alkohole 
als Spaltstiicke bei der fermentativen Esterhydrolyse auftreten. 


Nach Nelson u. Schubert”$) kann die reversible Inaktivierung durch 
Alkohole wohl einfach auf die Verdiinnung des Wassers im Reaktions- 
system zuriickgefiihrt werden. Meyerhof*) untersuchte die Hemmung 
der Fermente durch indifferente Narkotika (Alkohole, Urethane, substituierte 
Harnstoffe) und fand, daB diese Stoffe ein Verhalten zeigen, wie es z. B. zu 
erwarten wire, wenn man annimmt, daB die Hemmung auf der Adsorption 
der narkotischen Substanz auf der Enzymoberfliche beruht. Nach Schir- 
meyer®’) jedoch zeigte Saccharase keine Empfindiichkeit gegen die ge- 
nannten Substanzen, wenn sie so hoch gereinigt worden war, daB sie keine 
Eiweibreaktionen mehr gab. Nach Zugabe von Serumalbumin wurde die 
Saccharase in miBigem Umfang, nach Zugabe von Serumglobulin sogar 
bedeutend empfindlich gegeniiber Narkotika. Der Hemmung durch Alkohol 
bzw. durch Narkotika kénnen also evtl. 2 verschiedene Mechanismen zu- 
grundeliegen. AuBerdem ist dem Reinheitsgrad bzw. der Beimischung von 
EiweiB eine groBe Bedeutung beizumessen. 

Die Phosphatasen sind Alkohol, Ather und Aceton gegeniiber un- 
empfindlich; die fraktionierte Fallung durch Alkohol wurde sogar zu einer 
ausgezeichneten Methode zur Darstellung von hochgereinigten Ferment- 
priparaten ausgebaut !* 4), 





28) J. amer. chem. Soc. 50, 2188 (1928). 
°) Pfliig. Arch. 157, 251 (1914). 

%) Pfliig. Arch. 208, 595; 210, 755 (1925). 
*1) H.u. E. Albers, Diese Z. 232, 189 (1935). 
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Um so interessanter war die Feststellung, daB die Prostata- 
phosphatase gegen Narkotika sehr empfindlich ist und daB sie 
schnell und irreversibel inaktiviert wird. Ks wurde das Verhalten 
der Prostataphosphatase gegeniiber Alkoholen und Athylurethan 
untersucht. Die Hemmungsintensitit bei einer gegebenen Kon- 
zentration des Narkotikums folgt der Traubeschen Regel, d.h. sie 
wichst innerhalb einer homologen Reihe mit steigendem Molekular- 
gewicht. Nachfolgend der Grundversuch, von welchem wir nur die 
molaren Konzentrationen Narkotikum fiir 25°/,ige, 50°/,ige und 
100°/,ige Hemmung wiedergeben. Die Werte wurden auf Grund 
von Serienversuchen mit steigenden Konzentrationen Alkohol er- 
mittelt und geben immer diejenige Menge Narkotikum an, bei der 
die angefihrte Hemmung gerade erreicht wurde. 


0,0129 m-$-Glycerophosphat; 1 Stunde, 37°. 


a eee ee ee 25 50 100 


Methylalkohol inmol....... 2 + 6 

Athylalkohol in mol ....... 1 2 3 

Propylalkohol in mol. . ..... 0,5 1 1,5 

Isobutylalkohol in mol ...... 0,25 0,5 1 
Athylurethan: . 

Urethankonzentration ....... 1 0,5 0,25 

Hemmung in *j, . 2. 6 1 se se ee 17 27 15 


Das py war in diesen Versuchen = 5,4; auch der Urethanzusatz hatte 
keine wesentliche Anderung herbeigefiihrt. 


Die hier wiedergegebenen Resultate lieBen in erster Linie 
an einen Hemmungsmechanismus ihnlich demjenigen denken, der 
von Meyerhof”) fir die Invertase beschrieben wurde und der 
Analogie zu der Narkosewirkung zeigt. Wa&hrend aber bei der 
Invertase die Wirkung der Narkotika vollig reversibel ist, trifft dies 
fiir die Prostataphosphatase nicht zu. Die Hemmung ist ihrem vollen 
Betrag nach irreversibel, und zwar sowohl bei relativ geringen wie 
bei hohen Graden. Die Irreversibilitit wurde so nachgewiesen, 
daB man eine Fermentprobe (A) mit einer bestimmten Konzen- 
tration Narkotikum (hier 0,5 m-Isobutylalkohol = 50 °/, Hemmung) 
und eine Kontrollprobe (B = Ferment mit der iquivalenten Menge 
Wasser) im Thermostaten 1 Stunde lang stehen lie, dann Substrat 
zusetzte und mit destilliertem Wasser bis 0,1 m-Konzentration des 
Narkotikums verdiinnte. Zur Kontrollprobe wurde auSer Substrat 
und Wasser noch die dieser Konzentration entsprechende Menge 
Narkotikum zugegeben. Nun wurde in beiden Proben die Ferment- 
aktivitat unter den iiblichen Bedingungen gemessen. Die durch 
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den 0,5 m-Isobutylalkohol gesetzte Hemmung blieb auch nach 
dem Verdiinnen bestehen: 


0,0129 m-Glycerophosphat; i Stunde, 37°. A 40°/, B 5°/, (Hemmung). 


Dieses Ergebnis wird bestiitigt durch die Tatsache, daB es 
nicht méglich ist, mittels Aceton oder Alkohol—Ather aus der 
Prostata Fermenttrockenpulver herzustellen; schon einmalige kurz- 
dauernde Behandlung mit Alkohol oder Aceton fihrt zu volliger 
Vernichtung der Fermentaktivitat. Die MiBerfolge bei der Dar- 
stellung von Trockenpulvern gerade aus den fermentreichsten 
Harnportionen sind daher verstiindlich. Besonders interessant 
ist, daB sogar schon durch Ausschiitteln der waBrigen Ferment- 
lésung mit Ather eine Zerstérung des Enzyms erfolgt: der Grad 
der Inaktivierung hingt von der Einwirkungsdauer des Athers ab. 


_ Versuch A: Prostataphosphataselésung 2mal mit Ather geschiittelt, 
Ather abgetrennt und im Wasserstrahlvakuum bei 37° vertrieben. 


Versuch B: 1 Stunde lang mit Ather geschiittelt, sonst wie A. 


0,0129 m-Glycerophosphat; 1 Stunde, 37°; py 5,4. 


Kontrollversuch A B 
a a rn eae 2,43 0,70 0,00 
Hemmung in %, .... —_ 71,2 100 


Schiittelinaktivierung konnte ausgeschlossen werden, da die 
Fermentaktivitét durch gleich langes Schiitteln nicht beeinflubt 
wurde. Der Ather enthielt auch keine aktivierende Substanz. 


Um eine orientierende Vorstellung iiber die dieser Hemmung 
zugrundeliegenden Vorginge zu gewinnen, wurde ihre Abhingigkeit 
von der Substratkonzentration und von der Einwirkungsdauer des 
Alkohols untersucht. Es zeigte sich, da8 bei mittleren Kon- 
zentrationen der hemmenden Substanz die GréBe der Hemmung 
von der Substratkonzentration eindeutig unabhingig war. 


0,5 m-Propylalkohol; 1 Stunde, 37°; 6-Glycerophosphat. 


“ono 0,0238  0,0466  0,0700 0,09382 0,1398  0,1864 


Hemmung in°/, 26,8 25,8 28,5 27,8 25,2 28,5 


Bei hoheren Konzentrationen Alkohol nimmt die Hemmung deutlich 
mit der Glycerophosphatkonzentration zu, wobei diese Zunahme dadurch 
zustande kommt, daB die iibrig geblicbene Fermentaktivitit scheinbar von 
der Substratkonzentration weitgehend unabhingig wird. Alkohol und 
Urethan verhalten sich dabei gleichartig. 
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1 m-Propylalkohol; 1 Stunde, 37°; 6-Glycerophosphat. 
a 0,0065 0,0129 0,0238 0,0466 0,070 0,093 0,14 0,186 
Hemmung in °/, 52 52 66 16,7 77,9 82,7 88,8 90 
mP....— se 2,1 2,1 22 1,97 1,55 1,51 


0,75 m-Athylurethan; sonst wie oben. 
Substratkonz. | 9 99g5 0,0129 0,0256 00,0387 0,0645 0,077 0,153 0,256 
in mol ? ; ’ 
Hemmung in °/, 31 38 36,3 30 39,5 52 77 81,5 
mP.... 0,94 1,22 1,58 1,90 20 20 41,85 1,62 


Der zeitliche Verlauf der fermentativen Spaltung bei Gegenwart von 
Alkohol zeigt ebenfalls Unterschiede zwischen dem Reaktionsverlauf bei 
einer Hemmung durch mittlere und durch héhere Alkoholkonzentrationen: 
In 0,5 m-Propylalkohol wird die dafiir eigentiimliche Hemmung schnell 
erreicht und iiber lange Zeit in unverinderter Hohe beibehalten, bei 
1 m-Alkohol nimmt sie langsam zu. 


0,5 m-Propylalkohol; 0,0129 m-Glycerophosphat. 


a eee eee 30’ 60’ 240’ 
Hemmung in%/,. . 24,2 25,8 25,0 
1m-Propylalkchol; sonst wie oben. 
a ae a ae, ere 30’ 90’ 210’ 480’ 
Ohne Alkohol mgP ....... 1,55 3,18 4,0 6,7 
1m-Propylalkkohol mgP ..... 0,75 1,18 1,31 1,45 
oma mh, tt ts ES 62 67,3 78,2 


Aus diesen Versuchen kann mit einiger Sicherheit nur die 
SchluBfolgerung gezogen werden, daf die Hemmung deutlich nicht 
kompetitiv ist. Wie die Zunahme der Hemmung mit steigender 
Substratmenge bei den héheren Konzentrationen hemmender Sub- 
stanz zustande kommt, ist unklar. Méglicherweise haben wir es 
hier mit einem komplizierten Hemmungsmechanismus zu tun. Bei 
den hoch gereinigten Fermentpriparaten fallen die Hemmungen 
stirker aus: So hemmt 0,5m-Propylalkohol zu 43,5°/,  statt 
etwa 25°/, bei den Rohpriparaten. Dies spricht dafiir, daB die 
Inaktivierung durch Alkohole usw. eine wesentliche Kigenschaft 
des Fermentes selbst ist und nicht auf irgendwelche Begleitstoffe 
zuriickgefiihrt werden darf. Es ist nur nicht zu entscheiden, ob 
sie den kolloiden Trager oder eine fiir die Wirkung des Enzyms 
wichtige chemische Gruppe trifft. Der nicht kompetitive Charakter 
der Hemmung spricht im allgemeinen dafiir, daB die Bindung 
von Alkohol und von Substrat an verschiedenen Stellen der 
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Enzymoberfliche erfolgt, so daB dementsprechend die fir die 
Dephosphorylierung verantwortliche Gruppe des Enzyms durch 
die Alkoholinaktivierung nicht betroffen zu sein braucht. Da 
aber die Hemmung eine irreversible Fermentzerstiérung (und wahr- 
scheinlich nicht einmal einfacher Natur) ist, so kénnte u. A. nach 
ihr auch eine Ablésung einer fiir die Narkotika empfindlichen 
aktiven Gruppe vom Molekiil des kolloiden Trigers zugrunde 
liegen. Leider gestattet das bisher vorliegende experimentelle 
Material keine weitgehenden SchluBfolgerungen. 

Wenn man die hier beschriebenen Eigenschaften der Pro- 
stataphosphatase zur Entscheidung der Frage heranzieht, inwie- 
weit dieses Enzym sich von den iibrigen Phosphatasen unter- 
scheidet, so muB hervorgehoben werden, daB in einer Reihe von 
Punkten (Kinetik, Mg-Aktivierung, Verhalten gegen Fluorid usw.) 
weitgehende Ubereinstimmung besonders mit den Phosphoesterasen 
mit saurem p,-Optimum besteht. Nur die Inaktivierung durch 
Alkohole, Aceton, Ather usw. ist fiir das Gebiet der Phosphatasen 
neuartig und auch fir die iibrigen Enzyme, in diesem Ausmafe 
wenigstens, ungewodhnlich. Ks darf aber bezweifelt werden, ob 
diese Kigenschaft allein die Berechtigung dafiir gibt, hier von 
einem Enzym eigener Art zu sprechen. Da alle anderen sauren 
Phosphatasen gegeniiber der Prostataphosphatase nur einen Bruch- 
teil der Wirksamkeit zeigen, so kénnte der Unterschied sozusagen 
durch den héheren Reinheitsgrad der Prostataphosphatase be- 
dingt sein. Solange nicht eine weitgehende Reinigung irgendeiner 
anderen typischen sauren Phosphatase mit besonderer Beriick- 
sichtigung ihres Verhaltens gegeniiber den Alkoholen usw. durch- 
gefiihrt worden ist, ziehen wir es vor anzunehmen, daB die Pro- 
stataphosphatase sich von den iibrigen Phosphatasen mit saurem 
Optimum nicht grundlegend unterscheidet, ja vielleicht sogar die 
fir sie charakteristischen Eigenschaften am deutlichsten zeigt. 
Wir sind uns dabei natiirlich dessen bewuBt, daB die von uns 
bisher beibehaltene Unterscheidung zwischen Phosphatasen mit 
saurem und mit alkalischem p,-Optimum im Laufe der weiteren 
Erforschung dieses Gebietes mehr und mehr verschwinden bzw. 
wesentlich modifiziert werden kann. 

Nach verschiedenen miBlungenen Vorversuchen wurde, auf 
den Ergebnissen der Reinigung der Harnphosphatase fuBend, 
folgender einfache Weg zur Reinigung der Prostataphosphatase 
gefunden: Brei aus ganz fein gehackter Prostata, die von ihrer 
Kapsel und nicht zugehérigem Gewebe méglichst befreit werden 
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soll. wird mit der 3—5 fachen Gewichtsmenge destilliertem Wasser 
verrihrt und einige Tage bei Zimmertemperatur (unter einer 
Schicht Toluol) der Autolyse tiberlassen. Es erfolgt eine nicht 
unbetrichtliche Zunahme der Aktivitét, wie nachstehendes Bei- 
spiel zeigt. 

0,153 m-8-Glycerin; 1 Stunde, 37°. 
Dauer der Autolyse...... 0 2 Tage 6 Tage 
mg Pjig Brei........ 151 241 275 

Das Autolysat wird scharf abzentrifugiert und die Gewebs- 
reste gut abgepreBt. Die eiweiBreiche Fermentlésung wird nun 
direkt einer langdauernden Elektrodialyse unterworfen, wobei 
man am besten mit einer Stromstirke von 40 MA beginnt. Es 
muB fiir gutes Riihren gesorgt werden, da gerade im Anfang 
Inaktivierungen infolge p,,-Verschiebungen eintreten kénnen. Die 
im Laufe der Dialyse entstehenden mehr oder weniger umfang- 
reichen EiweiBniederschlage werden immer wieder durch Zentri- 
fugieren abgetrennt. Nach 48 Stunden sinkt die Stromstirke bis 
auf etwa 2 MA ab und das Eiweif ist zum allergréSten Teil ent- 
fernt. Die Fermentaktivitit Andert sich wahrend dieser Zeit 
iiberhaupt nicht. 

Viel leichter laBt sich auf diese Weise HKjakulat reinigen, 
da hier die KiweiBbeimengungen geringer sind; nach langdauernder 
Elektrodialyse entstehen ebenfalls Fallungen, die ohne Ferment- 
verluste abzentrifugiert werden kénnen. Man erhalt aber sowohl 


‘aus Organbrei wie aus KEjakulat Priparate von gleicher Reinheit. 


Der ReinigungsprozeB wird, wie schon bei der Harnphosphatase 
beschrieben, durch Bestimmung des Trockenriickstandes und des 
Glihriickstandes verfolgt. Letzterer wird gegen Ende der Elektro- 
dialyse unwigbar. Die so erhaltenen Fermentlésungen sind 
wasserklar. Ihre Aktivitét pro 1 mg Trockensubstanz ist sehr 
eroB und iibertrifit alle bisher hergestellten hoch gereinigten 
Phosphatasepriparate bei weitem. AnschlieBend seien einige so 
erhaltene Priparate angefiihrt, wobei es vorgezogen wird, die 
Wirksamkeit der Praparate durch Angabe der von 1 mg Trocken- 
substanz in der Stunde bzw. in der Sekunde hydrolytisch ab- 
gespaltenen Menge Phosphorsdéure zu kennzeichnen. 


mg H,PO, abgespalten durch 1 mg Trockensubstanz aus 0,153 m-Glyc. 


1 Stunde 1 Sekunde 
Priparatl ..... 526 0,146 
Ejakulat ae 588 0,168 
Priparat3 ..... 1100 0,306 


Priparat4 ..... 838 0,233 


Prostata 
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Diese Praparate spalten also in der Sekunde ?/,—?/, ihres 
Kigengewichtes an Phosphorsiure ab. Der Reinigungseffekt, be- 
zogen auf das Organ, betriigt das 65—175fache. Aber auch im 
Vergleich mit maximal gereinigten Praparaten anderer Enzyme 
zeichnen sich die hier beschriebenen Phosphatasepriparate durch 
einen sehr hohen Reinheitsgrad aus. So spaltet die krystallisierte 
Urease von Sumner*’) pro Sekunde (20°) etwa 1/, ihres Kigen- 
gewichts an Harnstoff. Dem entspricht bei Priaparat 3 eine 
fermentative Abspaltung von 0,120 mg H,PO,/1 mg Sekunden, 
also eine Reinheit von etwa gleicher GréBenordnung. In diesem 
Zusammenhang sei erwéhnt, daf A. R. Armstrong’) vor kurzer 
Zeit aus Hundekot ein Praparat einer alkalischen Phosphatase 
von ahnlich hoher Reinheit dargestellt hat; sein aktivstes Praparat 
spaltete 0,104 mg H,PO,/1 mg 1 Sekunde (37°) ab (berechnet 
nach den Angaben des Autors). Allerdings wurde als Substrat 
Phenylphosphorsiure verwendet, welche von allen Phosphatasen 
stiirker gespalten wird als §-Glycerophosphat. 

Die gereinigten Priparate sind unbestindiger als die Roh- 
priparate, und ihre Aktivitit nimmt innerhalb von einigen Tagen 
langsam ab; setzt man dagegen der Phosphataselésung einige 
Kubikzentimeter m/2-Citratpuffer p, 5,4 zu, so ist auch nach 
2 Wochen keine Aktivititsabnahme zu beobachten. Sie zeigen 
keine EjiweiBreaktionen, mit Ausnahme einer sehr schwachen, 
aber konstanten Biuretreaktion. Priparat 3, welches den héchsten 
Reinheitsgrad besitzt, enthielt 7°/, N; es besteht also noch etwa 
zur Hilfte aus Eiweif. Alle Priiparate enthalten wechselnde 
Mengen eines Polysaccharides, da sie zum Teil eine positive 
Molischprobe geben. Die Tatsache, daB aus 4 verschiedenen Roh- 
priparaten Fermentpraparate von anniihernd dem gleichen Rein- 
heitsgrad erhalten wurden (0,146 - 0,306 mg H,PO,/mg 1 Sekunde), 
zeigt deutlich, daB mit den bisher angewandten Methoden keine 
weiteren Fortschritte erzielt werden kénnen. DaB aber eine 
noch weitergehende Reinigung erzielt werden kann, zeigt folgender 
Versuch: 

Stellt man am Ende der Elektrodialyse, nachdem die Strom- 
stiirke und der Trockenriickstand fiir langere Zeit einen konstanten 
Wert angenommen haben, das Riihrwerk ab und laBt die Elektro- 
dialyse noch 12—24 Stunden weiter laufen, so bleibt die Ferment- 





82) Erg. d. Enzymf. 1, 295 (1932). 
88) Biochemic. J. 29, 2020 (1935). 
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aktivitiit ziemlich konstant, der Trockenriickstand geht aber stark 
gurick und man erreicht eine nochmalige starke Reinigung. Die 
Bestimmung des Trockenriickstandes und der Fermentspaltung 
erfulgt dadurch, daB man mit groBer Vorsicht aus der Mitte der 
Flissigkeit eine kleine Menge herauspipettiert. Die Abnahme des 
Trockenriickstandes geht vor allem auf Kosten des begleitenden 
Polysaccharides, da die positive Molischreaktion fast verschwindet, 
wihrend die Biuretreaktion immer noch positiv bleibt. Hier ein 
Versuch, der mit dem schwichsten Praparat 1 ausgefiihrt wurde. 


0,153 m-8-Glycerophosphat. 
Mit Riihren Ohne Riihren 





Dauer der Elektro- | . —_ a . 
mg H,PO,/1 mg u. , , 
Bg ein 0,146 0,417 0,636 0,733 
Trockenriickstand 0,96 0,36 0,18 0,16 
in cem 


Nach 10 stiindiger Elektrodialyse ohne Riihren war eine Ab- 
nahme der Aktivitit um etwa 25°/, eingetreten; sie Anderte sich 
von da ab nicht mehr. Der Trockenriickstand ging aber schlief- 
lich bis auf 1/, des Endwertes im 1. Teil der Elektrodialyse zuriick. 
Der Reinheitsgrad des Priparates erfihrt also eine bedeutende 
Steigerung: Das Priiparat setzt nunmehr pro Sekunde */, seines 
Eigengewichtes an H,PO, in Freiheit (bei 20° etwa '/, des Kigen- 
gewichts). Umgerechnet auf das Substrat entspricht dies dem 
1,6 fachen des Kigengewichts an f-glycerinphosphorsaurem Natrium. 

Setzt man nun das Riihrwerk wieder in Gang, so nimmt 
innerhalb weniger Minuten der Trockenriickstand bis zu dem 
Werte zu, der beim Aufhéren des Riihrens gefunden wurde; der 
canze Reinigungseffekt ist also wieder zunichte gemacht worden. 
Wiahrend der Elektrodialyse ohne Riihren wird also ein grofer 
Teil der inaktiven Beimischungen durch Kathaphorese an einer 
der Membranen festgehalten; die Phosphatase dagegen wandert 
in ungepufferten Lisungen kaum. 

Es bleibt zu entscheiden, ob der die positive Biuretprobe 
sebende Kérper das reine Ferment darstellt oder ebenfalls eine 
unwesentliche Beimengung ist: Aus dem letzten Versuch kann 
mit groBer Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, daB mindestens 
ein Teil des EiweiBkérpers unwesentlich ist, da die Abnahme des 
Trockenriickstandes griéBer war, als dem Polysaccharid allein 
entsprechen wiirde. Da aber auch das reinste Praparat immer 
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noch eine sehr schwache, aber deutliche Biuretreaktion gibt, so 
ist diese Frage auf dem bisher beschrittenen Weg nicht zu ent- 
scheiden. Eine weitergehende Reinigung der Phosphatase unter 
Anwendung anderer Methoden wird angestrebt. 


Methodischer Teil. 


Messung der Fermentaktivitit: Von den S. 122ff. beschriebenen Pro- 
stataextrakten werden Verdiinnungen 1:20 hergestellt und davon jeweils 
1cem fir die Fermentansitze verwendet; dazu werden 5 cem m/2-Citrat- 
puffer p, 5,4 (wenn nichts anderes angegeben), die bendtigte Menge Substrat 
und destilliertes Wasser bis 25 cem zugegeben. Die Versuchsdauer betrug 
in den meisten Fallen 1 Stunde bei 37°. Die Unterbrechung des Versuchs 
erfolgte durch Zusatz von 15 cem Trichloressigsiure. 


Substrat: Es wurden 10- bzw. 20°/,ige Lésungen von §-Glycero- 
phosphat (Na-Glycerinophosph. cryst. Merck) verwendet: in diesen Lésungen 
wird die Menge des organisch gebundenen P in jedem Fall analytisch er- 
mittelt und daraus die molare Konzentration des Substrats berechnet. Bei 
Angabe von molaren Substratkonzentrationen ist dies unerliBlich, da das 
kiiufliche §-Glycerophosphat einen relativy groBen schwankenden Wasser- 
gehalt enthilt; wir fanden z. B. 9,76—10,15°/, P statt 11,45°/, P fiir die 
Formel Na,PO,C,H,O,-3 H,0. 

Bestimmung der Phosphorsiiure: Colorimetrisch nach der Methode von 
Fiske und Subbarow in der Modifikation von Lohmann und Jendrassik; 
es ist dabei zu beachten, daB bei Anwendung von hoéheren Substratkonzen- 
trationen (0,153 m und héher) die Ausbildung der Farbe stark verzégert 
werden kann, wenn man mehr als 2 ccm der zu untersuchenden Fliissigkeit 
zur Colorimetrie verwendet. Wir verwenden daher nicht gern Substrat- 
konzentrationen héher als 0,153 m, da dann diese ‘l'atsache besonders stérend 
in Erscheinung tritt. 


Diese Untersuchung wurde mit Mitteln des Instituts fiir EiweiBforschung 
(Stiftung Fr. Behringer) ausgefiihrt. 
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Uber den Bau der Hefenucleinsiure. 
Von 
K. Hagenguth. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1936.) 


Die quantitative Aufarbeitung des Gemisches einfacher Nuclein- 
siuren, die man bei der Spaltung der Hefenucleinsiure erhilt, 
macht groBe Schwierigkeit. Spaltet man die Saéure nach dem 
zuerst von Steudel und Peiser angegebenen Verfahren durch 
verdiinntes Alkali bei Zimmertemperatur, so labt sich aus der 
Hydrolysenfliissigkeit die Guanylsiure sehr leicht und elegant als 
basisches Natriumsalz krystallinisch und in geniigend reiner Form 
gewinnen. Aus der Mutterlauge kann man durch Fillung mit 
Bleiacetat und Zersetzung mit Schwefelwasserstoff nach Steudel 
und Peiser einen sehr groBen Teil der Adenylsiure als schnee- 
weiBe Krystalle von sehr guter Reinheit erhalten’). Aber der 
nunmehr verbleibende Sirup stellt bis jetzt unerfillbare Forde- 
rungen an eine quantitative Aufteilung. Die nahe chemische 
Verwandtschaft aller einfachen Nucleinsiuren, besonders derjenigen 
mit Pyrimidinkomponenten, bedingt eine auferordentliche Ahn- 
lichkeit all dieser Kérper in ihren Fiallungs- und Léslichkeits- 
verhiltnissen. Es kommt hinzu, daB die einzelnen rein isolierten 
Substanzen meist ganz andere Léslichkeitsverhaltnisse zeigen als 
im Gemenge der Spaltungsprodukte; hier halten die Kérper sich 
meist gegenseitig in Lésung. 

Eine quantitative Aufteilung ist aber héchst notwendig, denn 
ehe man nicht tiber die Menge der einzelnen Bruchstiicke Sicheres 
weiB, lohnt es sich nicht, Konstitutionsformeln aufzustellen, so 
verlockend eine solche Aufgabe auch erscheint. Fiir die Thymo- 
nucleinsiure ergab sich ein geniigender Kinblick in den Aufbau 
ihres Molekiils erst, als es Steudel gelungen war, die Menge der 
Purin- und Pyrimidinkérper quantitativ zu bestimmen®*), und seit 





1) Diese Z. 114, 202 (1921); 120, 292 (1922); 123, 262 (1922). 
2) Diese Z. 49, 406 (1906); 53, 14 (1907). 














128 K. Hagenguth, 


dieser Zeit wird allgemein die von ihm zuerst vorgeschlagene 
Formulierung des Aufbaues den weiteren Untersuchungen zu- 
grunde gelegt. Fiir die Hefenucleinsiure hat Frau Kowalewski’) 
in ahnlicher Weise die stickstoffhaltigen Spaltstiicke bestimmt; 
ihre Analysen ergaben, da8 ihnlich wie bei der Thymonuclein- 
siure das Xanthin, das Hypoxanthin und das Uracil sekundiire 
Spaltstiicke sind, entstanden aus der Desaminierung von Guanin, 
Adenin und Cytosin. Diese Auffassung hat nicht allgemeine Zu- 
stimmung gefunden und man hat sich besonders bemiiht zu be- 
weisen, daB das Uracil — und damit auch die Uracylsiure — 
primir in der Hefenucleinsiure vorkommt. In der Tat lassen 
sich aus den im Handel erhiltlichen Praparater der Hefenuclein- 
siure sowohl Uracil wie auch Uracylsiure isolieren. Aber das 
scheint mir kein zwingender Beweis fiir das primire Vorkommen 
dieser einfachen Nucleinsiiture im Molekiilverband der Hefenuclein- 
siiure zu sein. Denn die Hefenucleinsiure wird aus einem lebenden 
Korper gewonnen, der im lebhaften Stoffwechsel begriffen ist, und 
in solchen Organismen kénnen sehr leicht und sehr schnell Des- 
aminierungen stattfinden. Es ist bekannt, daB die t-Adenylsiure 
des Muskels mit groBer Geschwindigkeit nach dem Tode des Tieres 
desaminiert und in Inosinsiure verwandelt wird. Die Geschwindig- 
keit dieser Reaktion ist so grof, daB es ganz besonderer Vor- 
sichtsmaBregeln bedarf, um iiberhaupt der t-Adenylsiure habhaft 
zu werden. 

Ks liegt also sehr nahe, iiberall dort, wo man auf desami- 
nierte Produkte stéBt, als primiire Kérper die Aminokérper voraus- 
zusetzen, und die Untersuchungen iiber die Struktur der Hefe- 
nucleinsiiure hatten einzusetzen mit der Darstellung einer Siure, 
die méglichst rasch der desaminierenden Wirkung von Fermenten 
entzogen worden ist. Es ist das mit den Hilfsmitteln eines Unter- 
richtslaboratoriums schwierig, meine bisherigen Bemiihungen in 
dieser Richtung haben noch kein befriedigendes Resuitat ergeben. 


So bleibt also als Ausgangsmaterial vorliufig das Handels- 
produkt des hefenucleinsauren Natriums. Und man wird Klarheit 
iiber den Aufbau des Nucleinsiiuremolekiils bekommen kénnen, 
wenn man seine Komponenten in Form von einfachen Nuclein- 
siiuren quantitativ bestimmt. Es muf sich ganz besonders aus 
dem Verhiltnis der Cytosylsiiure zur Uracylsiure ableiten lassen, 
ob die Uracylsiure primir im Molekiilverband vorkommt. Denn 


*) Diese Z. 69, 240 (1910). 
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ist die Menge der Uracylsiiure im Verhiltnis zur Cytosylsiure 
nur gering, so wird man wohl annehmen kénnen, daB sie des- 
aminierter Cytosylsiure ihren Ursprung verdankt. Findet man 
die beiden Siuren im Verhiltnis 1:1, so kann man wohl ihr Vor- 
kommen im molekularen Verhiltnis voraussetzen, das dann mit 
noch mehr Recht anzunehmen ist, wenn die Menge der Uracyl- 
siiure diejenige der Cytosylsiure wesentlich tbertrifit. 


Nun kann man wohl durch unsere Methoden die Guanylsiure 
und die Adenylsiure ihrer Hauptmenge nach aus der alkalischen 
Hydrolysenflissigkeit entfernen — der dann verbleibende Rest ist 
wohl qualitativ untersucht, es finden sich aber in der Literatur 
nirgends quantitative Angaben, die doch die notwendigen Voraus- 
setzungen fiir alle weiteren Folgerungen sein miissen. Ks erschien 
nun aussichtsvoll mit Hilfe eines von Levene und Jacobs’) 
angegebenen Verfahrens weiterzukommen. Das Verfahren ist auf 
der gréBeren Resistenz der pyrimidinhaltigen Sauren bei der 
Siurehydrolyse aufgebaut. Man erhalt dabei nach den Angaben 
der Autoren eine Lésung, die keine Guanyl- und Adenylsiure 
mehr enthilt. Die quantitative Aufteilung eines solchen Reak- 
tionsproduktes schien uns aussichtsreicher als diejenige einer 
Lésung, die alle vier einfachen Siuren zugleich enthielt. Nun 
ergab das von den amerikanischen Autoren empfohlene Verfahren 
in seiner urspriinglichen Form zu geringe Ausbeuten und wir sind 
in etwas anderer Weise vorgegangen, 


Hefenucleinsaures Natrium wird in Portionen von 100g in 1 Liter 
2°/,iger Schwefelsiure im Olbad 2 Stunden lang zum flotten Sieden erhitzt, 
‘/. der Schwefelsiure durch die berechnete Menge Baryt neutralisiert und 
erkalten gelassen. Der Niederschlag, der Bariumsulfat und Guaninsulfat ent- 
hilt, wird abfiltriert und ausgewaschen. Das Filtrat wird mit der berech- 
neten Menge gesiittigter Silbersalfatlésung versetzt, die Fillung tiber Nacht 
stehen gelassen. Die Silbersalze der Purinbasen werden abzentrifugiert 
und ausgewaschen, das Zentrifugat mit heiBer, gesiittigter Barytlésung 
neutralisiert und stehen gelassen, bis es sich klar absetzt. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wird abgehebert, der Niederschlag zentrifugiert, mit Schwefel- 
siure aufgeschlimmt und in der Siedehitze mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Beim Erkalten des Filtrates vom Silbersulfid krystallisiert zuerst Calcium- 
sulfat in langen Nadeln aus. Dann wird zur Entfernung der Schwefelsiure, 
die zum Aufschlimmen der Silbersalze erforderlich war, mit Baryt iiber- 
sittigt, das tiberschiissige Barium mit Kohlensiure ausgefallt und die jetzt 
volistiindig neutrale Lésung im Vakuum eingeengt. Das rohe Bariumsalz- 
gemisch wird mit Alkohol noch einmal umgefillt und, im Vakuum bei 110° 





4) Ber. chem. Ges. 44, 1027 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX X XIX. 
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getrocknet, zur Analyse gebracht. Fiir ein iquimolekulares Gemisch yon 
cytosyl- und uracylsaurem Barium ergibt sich: 


Ber. N 7,63 P 6,76 Ba 29,93 
Gef. ,, 5,87 yy 4,27 »» 26,09. 


Die Analysenzahlen stimmen nicht gut, aber eine weitere Reinigung 
ist nicht von Vorteil. 

Die Bariumsalze werden nunmehr in Wasser unter Zusatz von etwas 
Essigsiiure gelést und mit neutraler Bleiacetatlésung gefillt. Die Fiillung 
wird nach dem Stehen iiber Nacht abzentrifugiert, 2mal mit kaltem Wasser 
gewaschen, in Wasser fein aufgeschliimmt und in der Kilte mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Nachdem sich das Bleisulfid klar abgesetzt hat, wird 
filtriert, griindlich ausgewaschen, die Lésung vom Schwefelwasserstoff be- 
freit und im Vakuum bei 40—50° eingeengt. Aus dem rotgelben Sirup, 
den man mit wenig Wasser langsam verdunsten laéBt, krystallisiert nach 
3—4 Tagen etwas Cytosylsiure aus. Diese wird abgesaugt und die Mutter- 
lauge mit Alkohol gefillt, die Fallung mit Ather getrocknet. 

Darstellung der Cytosylsaure. Von der alkoholischen Fiillung, die 
22g wog, wurden 9g fir die weitere Verarbeitung genommen. Durch 
Extraktion mit absolutem Methylalkohol wurde fast simtliche Uracylsiiure 
entfernt, die in diesem Lésungsmittel im Gegensatz zur Cytosylsiure leicht 
léslich ist; der Riickstand wurde zunichst aus 66°/,igem Methylalkohol und 
dann mehrmals aus 50°/,igem Athylalkohol umkrystallisiert. Man erhilt 
schlieBlich die Cytosylsiure rein in kompakten Krystallen vom Schmelz- 
punkt 233° (unkorr.). N ber. 13,00°/,, gef. 12,95°/,. Ausbeute aus 9 g 1,5 g. 


Darstellung der Uracylsaure. Die Ausziige vom absoluten Methyl- 
alkohol werden vollstiindig eingedunstet, der Riickstand mit wenig Wasser 
aufgenommen und mit einer alkoholischen Liésung der 2'/,fachen Menge 
Brucin in der Siedehitze gefillt, bei 60° abgesaugt und mehrmals mit 60° 
warmem Wasser gewaschen. Das rohe Brucinsalz wird 1mal aus der etwa 
180fachen Gewichtsmenge Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystalli- 
siert. Der Schmelzpunkt des krystallisierten Salzes liegt dann bei 179°. 

Das gereinigte Brucinsalz wird in heiSem Wasser suspendiert und 
mit Ammoniak in der Siedehitze zersetzt. Nach dem Erkalten wird der 
gréBte Teil des freien Brucins abgesaugt, der Rest mit Chloroform aus- 
geschiittelt und die Lésung im Vakuum zur Trockne eingeengt. Dabei geht 
simtliches Ammoniak heraus, da die Ammonsalze der Siure in der 
Wirme nicht bestindig sind. Es wurde z. B. reine Uracylsiure in 
verdiinntem Ammoniak gelést und vorsichtig eingedampft; der Riickstand 
gab mit Nesslers Reagens keine Reaktion. Dasselbe Verhalten zeigte 
reine Cytosylsiure. Nur bei ganz vorsichtigem Eindunsten bei niedriger 
Temperatur war eine geringe Nesslerreaktion zu verzeichnen, die jedoch 
zu der zu erwartenden Ammoniumsalzmenge in keinem Verhiiltnis stand. 
Die mit wenig Wasser aufgenommene Lésung wird mit neutralem Blei- 
acetat gefillt, der gallertige Niederschlag zur Vervollstindigung iiber Nacht 
stehen gelassen, abzentrifugiert und mit wenig Wasser gewaschen. Das 
Bleisalz wird dann in der Kilte mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das vom 
H,S befreite Filtrat yvorsichtig im Vakuum eingeengt. Die Krystallisations- 
geschwindigkeit der Uracylsiure ist im Gegensatz zur Cytosylsiure auBer- 
ordentlich gering, so daB man, falls noch keine Impfkrystalle zur Verfiigung 
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| von stehen, 4—6 Wochen stehen lassen mu8. Die rohe Siure wird aus Methy]l- 
alkohol-Athermischung umkrystallisiert, da sie in allen anderen Lésungs- 
mitteln zu leicht léslich ist. Man erhilt sie dann rein vom Schmelzp. 196 
bis 197° (unkorr.). N ber. 8,64°/,, gef. 8,59°/,. Die gut ausgeprigten Krystalle 
sind am einen Ende zugespitzt, am anderen Ende abgestumpft. Ausbeute 2,4 g. 





upyr 
tia Wenn man versuchen will, sich aus den gewonnenen Zahlen 
twas ein Bild vom Bau der Nucleinsiure zu machen, so sté8t man 
lung auf auferordentliche Schwierigkeiten. Denn die Ausbeuten an 
as. | den Spaltungsprodukten bleiben in ganz auffallender Weise hinter 
wird den verlangten zuriick. Bei genauer Nacharbeitung des von 
 be- Levene angegebenen Verfahrens wurden aus 75 g hefenuclein- 
irup, sauren Natriums 7,5 g an Gemisch der Bariumsalze erhalten, das 
st sind nur 15,1°/, der theoretisch verlangten Ausbeute, wenn man 
die Levenesche Formel zugrunde legt. Modifiziert man die 
die Methode etwas, so kann man aus 100g Nucleinsiure 23 g des 
urch (— Bariumsalzgemisches erhalten, das sind 34,8°/, der theoretischen 
lure Menge. Bei Anwendung der modifizierten Methode und Isolierung 
bate der Siuren als freie Siiuren iiber die Ba- und Pb-Salze, so wie 
hilt es im vorstehenden beschrieben ist, sind aus 475 g Nucleinsiure 
1elz- 49 g Siuregemisch in Form eines Oles erhalten worden, das sind 
5 g. 23,2°/, der berechneten Menge. Die zum Schluf erhaltenen Aus- 
hyl- beuten an reiner Cytosyl- und Uracylsiure entsprechen, auf die 
a Ausgangsmenge umgerechnet, einer Ausbeute von nur 3,8°/, 
po (Cytosylsiure) und 5,3°/, (Uracylsiiure) der theoretisch verlangten 
twa Menge. Es ist natiirlich ganz ausgeschlossen, daB man unter 
alli- ' diesen Umstiinden irgendeinen sicheren Schlu8 auf die Zusammen- 
. _ setzung der Hefenucleinsiure auf Grund der Bestimmung der 
= Spaltstiicke ziehen kann. Es bleiben also nur die Analysen von 
us. ~ rau Kowalewski als einzige quantitative Unterlage fiir Kon- 
eht |  stitutionsbetrachtungen. 
der Kin weiterer Fortschritt wird erst zu erwarten sein, wenn 
i | die quantitative Analyse der Spaltstiicke weitere Vervollkommnung 
and : : . . ; 
gte | errungen hat. Um in dieser Richtung vorzuarbeiten, habe ich 
ger | noch das Verhalten einiger Salze der hier in Frage kommenden 
och Siuren untersucht, weil bisher die EKigenschaften solcher Salze 
= | in der Literatur nur sehr oberflichlich beschrieben worden sind. 
cht | Salze der Cytosylsiure. 1. Quecksilbersalz. 1°/,ige Cytosyl- 
Jas | siurelésung wird mit der berechneten Menge Mercuriacetat ver- 
8 | setzt, die sofort eintretende Fallung von cytosylsaurem Quecksilber 


= abzentrifugiert, mit Wasser ausgewaschen und mit Alkohol und 
ing _ Ather getrocknet. Analyse: Die Stickstoffbestimmungen wurden 
10* 
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nach Kjeldahl, die Phosphorbestimmungen nach Lorenz und 
die Quecksilberbestimmungen nach Volhard ausgefiihrt. 


5,23 mg Subst.: 2,87 cem n/100-Siiure (Kjeldahl). — 9,42 mg Subst.: 
36,5 mg Ammoniumphosphormolybdat. — 94,6 mg Subst.: 44,4 mg Queck- 
silbersulfid. 

Ber. N 8,05 P595 Hg 38,45 N/P 1,36 
Gef. ,, 7,68  ,, 5,63 », 40,46 » ae. 

2. Uranylsalz. 1°/,ige Cytosylsiurelésung wird mit einigen 
Tropfen Essigsiure angesiuert, mit der berechneten Menge Urany]l- 
acetat versetzt und iiber Nacht stehen gelassen. Das ausgefallene 
gelbe Salz wird mit schwach essigsiiurehaltigem Wasser, Alkohol 
und Ather gewaschen und zur Analyse gebracht. Die Phosphor- 
siurebestimmung wurde colorimetrisch nach Bell und Doisy 
ausgefiihrt. 

6,42 mg Subst.: 3,08 cem n/100-Siure (Kjeldahl). — 2,11 mg Subst. 
ergeben mit 1 ccm Standardlésung, die 0,098 mg P enthilt, eine Ablesung 
von 30/28,5. 

Ber. N 711 P 5,25 N/P 1,36 
Gef. ,, 6,72  ,, 4,89 » 1,88. 


3. Bleisalz. 0,5°/,ige Cytosylsiurelésung wird mit der be- 
rechneten Menge neutralen Bleiacetats versetzt und 48 Stunden 
stehen gelassen. Der Niederschlag erscheint in fast vollstiandig 
durchsichtiger Gallertform. Er wird abzentrifugiert, ausgewaschen 
und getrocknet. 


7,44 mg Subst.: 4,02 ccm n/100-Siure (Kjeldahl). — 8,23 mg Subst.: 
31,7 mg Ammoniumphosphormolybdat. 
Ber. N 7,96 P 5,88 N/P 1,36 
Gef. ,, 7,57 4, 5,59 » 1,86. 


Loslichkeitsbestimmung. a) In Wasser. 0,2468 g trocknes Blei- 
salz werden mit 50 cem Wasser von 20° 30 Minuten lang geschiittelt, ab- 
gesaugt und das Filtrat auf 100 ccm aufgefiillt. In je 15 cem dieser Lésung 
wird der Stickstoff bestimmt. Es werden verbraucht 7,88 und 17,84 ccm 
n/100-Siiure, im Mittel 7,86 cem. Das entspricht einem Stickstoffgehalt von 
1,10 mg, also 7,33 mg im Gesamtfiltrat. Bei einem Stickstoffgehalt des Blei- 
salzes von 7,96°/, sind 92 mg Salz in der angewandten Wassermenge geldst 
worden. Die Léslichkeit betriigt also 0,18°/). 


b) Loéslichkeit in Natriumacetatlésung. 0,1633 g werden mit 
15 cem 20°/,iger Natriumacetatlésung von 20° 30 Minuten geschiittelt; im 
Filtrat finden sich 1,99 mg N, die 24,9 mg Bleisalz entsprechen. Die Lés- 
lichkeit betriigt demnach 0,17°)). 


4, Brucinsalz. 2°/,ige Cytosylsiurelésung wird mit der 
21/,fachen Menge alkoholischer Brucinlésung bei Siedetemperatur 
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versetzt, die Mischung etwas eingeengt und in den Kisschrank 
gestellt. Es fallen nach einiger Zeit nadelférmige Krystalle aus, 
die aus méglichst wenig Wasser umkrystallisiert werden. 


0,1182 g Subst. verlieren beim Trocknen iiber Phosphorpentoxyd 0,0120 g 
= 7H,O pro Molekiil cytosylsauren Brucins. — 5,23, 6,81 mg trockne Subst.: 
3,22, 4,17 cem n/100-Séure (Kjeldahl). — 13,47, 10,43 mg Subst.: 26,6, 
19,6 mg Ammoniumphosphormolybdat. 


Ber. N 8,82 P 2,79 
Gef. ,, 8,62, 8,58 > 2,87, 2,73. 


Es handelt sich also um ein neutrales Salz. Schmelzpunkt (krystalli- 
siert) 185—186°, getrocknet 189—190°. 

Das Salz zersetzt sich sowohl in der Kilte wie in der Hitze mit 
Chloroform. 

1. Versuch: 0,1198 g wurde mit 50 ccm Chloroform 30 Minuten ge- 
schiittelt und 0,1069 g zuriickgewogen. Das Chloroform wurde eingeengt 
und hinterlieB einen Riickstand von 0,0118 g, der als Brucin identifiziert 
wurde. Aus dem Extraktionsriickstand konnte kein einheitliches Salz isoliert 
werden; er wurde auf Phosphor und Stickstoff analysiert. 

6,24, 5,12 mg Subst.: 4,21, 3,42 cem n/100-Siure. — 9,83, 8,74 mg 
Subst.: 25,7, 22,3 mg Ammoniumphosphormolybdat. 


Es ergibt sich also ein N-Gehalt von 9,45 und 9,36°/, und ein P-Gehalt 
von 3,79 und 3,70°/,. Die Prozentzahlen sind also etwa entsprechend der 
Menge des extrahierten phosphorfreien Brucins angestiegen. 

2. Versuch. 0,1239 g wurden mit 50 cem Chloroform, das auf 50° an- 
gewiirmt war, 30 Minuten geschiittelt. Der Gewichtsverlust durch Brucin 
betrug hier 11,5°/,, wihrend bei Zimmertemperatur 10°/, gefunden worden 
sind. Die Cytosylsiiure lieB sich bei allen Versuchen mit Hilfe des Blei- 
salzes einwandfrei regenerieren. 


Uracylsaures Blei. 25°/,ige Uracylsiiurelésung wird mit der 
berechneten Menge neutralen Bleiacetats versetzt und iiber Nacht 
stehen gelassen. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und ge- 
trocknet. 


4,99 mg Subst.: 1,82 eem n/100-Siure. — 7,15 mg Subst.: 27,7 mg 
Ammoniumphosphormolybdat. 


Ber. N 5,29 P 5,86 NP 0,909 
Gef. ,, 5,11 »» 9,68 » 0,903. 


Loslichkeitsbestimmung. a) In Wasser. 0,2 g trocknes Bleisalz 
werden mit 50 cem Wasser von 20° 30 Minuten geschiittelt, abgesaugt und 
das Filtrat auf 100 cem aufgefiillt. In je 15 cem dieser Lésung wird der 
Stickstoff bestimmt. Es werden verbraucht 8,30 und 8,50 cem n/100-Saure;. 
das entspricht einem Stickstoffgehalt von 1,18 mg, also im Gesamtfiltrat 
7,87 mg. Bei einem Stickstoffgehalt des Bleisalzes von 5,29°/, sind 149 mg 
Salz in der angewandten Wassermenge gelist worden. Die Léslichkeit ist 
also 0,30°/,. 
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b) In Natriumacetat. 0,0955 g werden mit 15 cem Natriumacetat- 
lésung von 20° 30 Minuten geschiittelt. Im Filtrat befinden sich dann nach 
der Stickstoffbestimmung 32mg Bleisalz gelést; die Léslichkeit betriigt 
demnach 0,21°),. 


Die Léslichkeitsbestimmungen der Bleisalze der beiden Siuren 
wurden deswegen ausgefiihrt, weil von Calvery und Jones’) an- 
gegeben worden war, daB gerade das uracylsaure Blei in Natrium- 
acetatlésung leicht léslich sei. Wir haben dagegen gefunden, daf 
die Liéslichkeit des uracylsauren Bleis in Natriumacetatlésung 
(0,21°/,) etwa der des cytosylsauren Bleis (0,17°/,) entspricht und 
daB die Léslichkeit der beiden Bleisalze in Wasser etwa die 
gleiche ist wie in Natriumacetatlésung (cytosylsaures Blei 0,18°/,: 
uracylsaures Blei 0,30°/,). Wir haben unter den gleichen Be- 
dingungen wie Calvery und Jones gearbeitet und haben keine 
Erklarung fiir die Differenzen, um so weniger, als wir die Uracyl- 
siure im Bleiniederschlag etwa in gleicher Menge wie die Cytosyl- 
siure gefunden haben. 


Herrn Professor Steudel danke ich fiir die Uberlassung des Themas 
und die mannigfache Unterstiitzung, die er mir wihrend der Arbeit hat 
zuteil werden lassen. 


Fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen standen mir Mittel der 
Strohmeyer- und Kerckhoffstiftung zur Verfiigung, fiir deren Be- 
willigung ich auch an dieser Stelle meinen besten Dank sage. 


5) J. of Biol. Chem. 73, 73 (1927). 
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XLVI. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1936.) 


Zur Bildungsweise der Verbindung C,,H,,N,O,, (Biliansdure-Reihe), 


zugleich ein Beitrag 
zur Wirkungsweise der Salpetersaure bei Oxydationen. 


In der letzten Mitteilung?) ist gezeigt worden, daB die Keto- 
lactamtricarbonsiure C,,H,,.NO, (I) unter der EKinwirkung von 
Salpetersiure von Raumtemperatur in die Verbindung C,,H,,N,0O,, 
iibergeht. Fiir diese Verbindung war die Struktur eines Lactam- 
amids II wahrscheinlich gemacht worden, wobei aber zu bemerken 
ist, daB die Lage der Saiureamidgruppe nicht sicher ist, diese 
Gruppe vielmehr u. U. mit der gleichzeitig mit ihr aus Ring B 
hervorgegangenen Carboxylgruppe den Platz tauschen miiBte. Die 
Verbindung II war friiher bereits aus dem Oximlactam III und 
dem Nitrosokérper IV erhalten worden. Ferner hatte man sie 
aus der Oximinolactamhydroxamsiure C,,H,,N,O, (V) hergestellt?). 
In diesem Falle bildet sich zunaichst durch Umwandlung der 
Hydroxamsiuregruppe in eine Carboxylgruppe und durch Oxy- 
dation der 7-Oximgruppe die Nitrosoverbindung IV. Die Bildung 
des Kérpers II war auch bei linger dauernder Einwirkung von 
Salpetersiure auf die Ketolactamhydroxamsiure C,,H,,N,O, (VJ) 
zu erwarten, denn die Siure VI geht bei kurz dauernder EKin- 
wirkung des Oxydationsmittels in das Ketolactam I iiber*); der 
Versuch hat diese Erwartung bestiitigt. Es sind im ganzen also 
jetzt fiinf verschiedene Bildungsweisen der Verbindung II bekannt. 

Bei 6 tiigiger Versuchsdauer hatte die Menge der durch Zu- 
satz von Wasser zur salpetersauren Liésung erzeugten Fiallung 
1) Diese Z. 237, 105 (1935). 2) Diese Z. 223, 266 (1934). 

3) Diese Z. 226, 49 (1934). 
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des reinen Lactamamids etwa 71°/, des eingesetzten Ketolactams 
betragen, bei 5tagiger Dauer bestand die Fallung ebenfalls aus 
reinem Lactamamid und wurde sogar in einer Ausbeute von fast 
85 °/, erhalten. Es sind jetzt noch zwei weitere Versuche mit 
dem Ketolactam ausgefiihrt worden, bei denen die Salpetersiiure 
24 Stunden bzw. 3 Tage einwirkte. Im ersteren Falle betrug das 
Gewicht der Fillung 78°/, des eingesetzten Ketolactams, die 
Fillung enthielt aber noch 44°/, des unveriinderten Ausgangs- 
materials; im letzteren Falle waren die entsprechenden Zahlen 
86°/, baw. 13°/,. Es scheint also zweckmafig zu sein, die Ver- 
suchsdauer von 5 Tagen nicht wesentlich zu unterschreiten. 

Bei allen mit dem Ketolactam angestellten Versuchen war 
stets die eine Form (sog. ,,kleine Krystalle“) der Verbindung | 
benutzt worden, es existiert aber, wie friiher beschrieben'), noch 
eine zweite Form (,,Nadeln“) des Ketolactams. In welchem Ver- 
haltnis die beiden Formen zueinander stehen, ist noch nicht ge- 
klirt. Jedenfalls lassen sie sich wechselseitig leicht ineinander 
iiberfiihren und verhalten sich bei der Reduktion nach Clemmensen 
ganz gleich’), Es ist jetzt gepriift worden, ob die ,,Nadeln“ auch 
gegeniiber Salpetersiure das gleiche Verhalten zeigen wie die 
»kleinen Krystalle“. Das ist in der Tat der Fall: auch aus den 
Nadeln“ konnte das Lactamamid II erhalten werden und zwar, 
bei 5tagiger Versuchsdauer, in einer Ausbeute von mindestens 66 °/,. 

Bei kurz dauernder Einwirkung von Salpetersiure auf das 
Oximlactam IIT entsteht, wie friiher gezeigt*), der Nitrosokérper IV, 


unter den gleichen Bedingungen bildet dieser sich auch aus der 


Oximinolactamhydroxamsiure V und geht die Ketolactamhydroxam- 
siure VI in die Ketolactamtricarbonsiure I iiber (vgl. oben). Die 
oben aufgezihlten 5 Bildungsweisen des Lactamamids II redu- 
zieren sich daher auf zwei: niimlich die aus dem Nitrosokérper IV 
und die aus dem Ketolactam I. Fiir die Entstehung des Lactam- 
amids aus dem Nitrosokérper war friiher das folgende Schema 
angegeben worden: 
NO O—N 


| | | 
CH,—C=C— > CH-C—CH— ““’> COOH N:C—CH— 


fats is a 2 [eee es 
> COOH H,N-CO—CH— 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 192 (1928). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 185, 186 (1929). 
3) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 175, 136 (1928). 
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Es wurde aber bereits in der letzten Mitteilung darauf hin- 
gewiesen, daf die Méglichkeit besteht, daB die Nitrosogruppe des 
Koérpers IV zunichst in eine Ketogruppe iibergeht, nach dem 
Schema): >C=C(NO)— -—-> >C=(COH)— —»> >CH—CO—. 
Erfolgt dieser Ubergang, bevor weitere Veriinderungen am Molekiil 
sich vollziehen, so tritt als Zwischenstufe bei der Bildung des 
Lactamamids das Ketolactam I auf, das dann bei allen 5 Bildungs- 
weisen die eigentliche Muttersubstanz des Lactamamids darstellen 
wirde. Um die Entstehung des Lactamamids aus dem Ketolactam 
zu erkliren, war angenommen worden, dai die in der Salpeter- 
siiure enthaltene (oder u. U. auch erst sich bildende) salpetrige 
Siure aus dem der Ketogruppe benachbarten Methylen eine 
Ketoximgruppe hervorgehen liBt und das so entstandene Iso- 
nitrosoketon unter dem Einfluf der starken Salpetersiiure zum 
Lactamamid weiter veriindert wird. Die letztgenannte Verinde- 
rung kénnte man sich im Sinne einer Beckmannschen Um- 
lagerung erster Art?) (A) oder zweiter Art”) (B) mit nachfolgender 
Wasseranlagerung vorstellen: 


—-CH-CO-NH-CO-CH- . 


ee \ 


-CH-C:N H0O-CO-CH-% 


Um zu priifen, ob bei der Bildung des Lactamamids aus 
dem Ketolactam die Mitwirkung salpetriger Siure erforderlich 
ist, sind einige Versuche ausgefiihrt worden, bei denen zur Be- 
seitigung der salpetrigen Siiure der Salpetersiure Harnstoff 
zugesetzt wurde. Das Ergebnis war, daB unter diesen Bedingungen 
die Bildung des Lactamamids ausblieb, das Ketolactam vielmehr 
iiberhaupt nicht angegriffen wurde. Die beiden Formen des Keto- 
lactams (vgl. oben) verhielten sich auch bei diesen Harnstoff- 
versuchen ganz gleich. — Bei zwei weiteren Versuchen wurde 
das Oximlactam III bzw. der Nitrosokérper IV mit Salpetersiure, 
der Harnstoff zugesetzt worden war, behandelt. In beiden Fiillen 
hestanden die erhaltenen Produkte allem Anschein nach aus 


') Unter Umstiinden wiire in dieses Schema hinter die Nitrosogruppe 
noch eine Nitrogruppe: >C=—C(NO,)— einzuschieben, vgl. die Umwandlung 
der Nitrosoverbindung C,,H,,NO, in die Nitroverbindung C,,H,,NO, und 
weiter in Biliansiure bzw. Biloidansiiure, Diese Z. 222, 132 (1933). 
*) A. Werner u. A. Piguet, Ber. chem. Ges. 37, 4298 (1904). 





a ee 
4 ~CH-CO-NH, HO-CO-CH- 
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einem Gemisch von Ketolactam und Lactamamid. Daf die Bildung 
des Lactamamids nicht vollstiindig verhindert wird, ist wohl darauf 
zuriickzufiihren, daB salpetrige Siiure wihrend der Reaktion neu 
entsteht und nicht quantitativ bzw. nicht im richtigen Augen- 
blick von dem Harnstoff abgefangen wird. Vielleicht lieBe sich 
dieses Ziel durch dauerndes Schiitteln der Proben besser er- 
reichen. Das Auftreten des Ketolactams spricht zugunsten der 
oben geiuBerten Vermutung, daB bei allen Bildungsweisen des 
Lactamamids das Ketolactam die alleinige Muttersubstanz ist. 


Die Ansicht, daB bei Salpetersiiureoxydationen in vielen 
Fallen salpetrige Siure das wirksame Mittel darstellt, ist nicht 
neu. So bezeichnen H. Wieland und O. Schlichting!) ge- 
legentlich der Beschreibung der Entstehungsweise eines Gallen- 
siureoxydationsproduktes die salpetrige Siiure als ,das wirksame 
Agens bei Oxydationen mit Salpetersiiure“ und sind der Meinung, 
daB die Isonitrosoverbindung wohl stets bei der Sprengung der 
ringférmig gebundenen Gruppe —CO—CH,— als erstes Produkt 
entsteht?). Die Bildung des Lactamamids aus dem Ketolactam 
und ihre Verhinderung durch Harnstoffzusatz bietet ein besonders 
instruktives Beispiel fiir die Richtigkeit der genannten Ansicht. 
Ks kénnte die Frage aufgeworfen werden, ob die Bezeichnung 
des Lactamamids als eines Oxydationsproduktes ihre Berechtigung 
hat, da die summarische Bildungsgleichung doch einfach die 
folgende ist: C,,H,,NO, + HNO, = C,,H,,N,O,,- Die Berechti- 
gung ist darin zu sehen, da der Sauerstoff vom Stickstoff auf 
Kohlenstoff iibergeht und die neu in das Molekiil eingetretene 
Stickstoffgruppe in reduzierter Form (als Ammoniak) durch 
Hydrolyse abgespalten werden kann. Die bei dieser Hydrolyse 
zu erwartende Lactampentacarbonsiure bzw. die durch gleich- 
zeitige Aufspaltung des Lactamringes entstehende Aminohexa- 
carbonsiure hat sich noch nicht in brauchbarer Gestalt isolieren 
lassen. 


In den nachstehenden Formeln bedeutet die Klammer den 
AnschluB des Restes C,H,,-COOH; beziiglich der Struktur des 
Lactamringes vgl. die 40. Mitteilung*), der Stellung der Hydroxam- 
siuregruppe die 44. Mitteilung *). 





1) Diese Z. 134, 282 (1924). 

*) Vgl. auch M. Schenck, Diese Z. 189, 45 (1924). 
5) Diese Z. 220, 64 (1933). 
*) Diese Z. 230, 202 (1934). 
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Beschreibung der Versuche. 


Zu den Versuchen ist allgemein zu bemerken, da8 als Salpetersiure 
stets die Handelsmarke vom spez. Gew. 1,4 benutzt wurde. Fiir die Analysen 
wurden, zu Vergleichszwecken, immer die Produkte verwendet, die man 
durch Fillung mit Wasser erhielt und die beim lingeren Stehen krystalli- 
nisch geworden waren. Die Mutterlaugen sind nicht beriicksichtigt worden. 
Um die Zusammensetzung dieser ,,Rohkrystallisationen“ kennenzulernen, 
sind auch drei bereits friiher beschriebene Versuche (1, 7 und 9) wiederkelt 
worden. Die Rohkrystallisate sahen bei allen Versuchen (mit Ausnahme von 
Versuch 6) ,,einheitlich“ aus; es sind aber, worauf friiher schon hingewiesen 
wurde, die ,,kleinen Krystalle“ des Ketolactams (Doppelpyramiden, deren ge- 
meinsame Kanten abgeschnitten sind, meist auch mit abgeschnittenen Spitzen, 
oder etwas in die Linge gezogene, als kurze derbe Prismen imponierende 
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Formen) von den Krystallen des Lactamamids unter dem gewdéhnlichen 
Mikroskop nicht zu unterscheiden. Die Ausbeutezahlen geben nur ungefihre 
Werte. Fiir die Analyse wurden die mit Wasser ausgewaschenen Priparate 
bei etwa 120° getrocknet, einige Proben firbten sich dabei etwas gelblich 
oder briunlich, ohne aber im iibrigen ihre gute krystallinische Beschaffen- 
heit zu verlieren. Fiir das Ketolactam berechnet sich ein Stickstoffwert von 
3,01°/,, fiir das Lactamamid von 5,47°/). 


1. Oximinolactamhydroxamsaure V und Salpetersaure. Die Ver- 
bindung V war nach den Angaben der 44. Mitteilung') durch Umlagerung 
des ,,RO-Produktes“ erhalten worden. 0,23 g Substanz setzte man mit 2,75cem 
Salpetersiiure an. Die alsbald entstehende Blaugriinfiirbung verschwand 
sehr langsam’), nach 14 (!) Tagen wurde die noch ganz schwach griin ge- 
firbte Lésung mit Wasser gefillt, die Krystallisation (0,12 g) war farblos 
und bestand aus reinem Lactamamid. 

0,1169 g Subst.: 5,5 cem N (14°, 750,3 mm). Gef. N 5,52. 


2. Ketolactamhydroxamsaure VI und Salpetersaure. Herstellung 
des Kérpers VI und sein Verhalten gegen Salpetersiure bei kurzer Ver- 
suchsdauer vgl. 43. Mitteilung’). 0,4 g Substanz, 4 cem Salpetersiiure. Unter 
lebhafter Gasentwicklung bildete sich eine hellgriin gefiirbte Lésung. Worauf 
die Griinfiirbung beruht, muB dahingestellt bleiben (vgl. 43. Mitteilung), 
beim Stehen verschwand die Farbe allmiihlich, nach 6 Tagen Wasserzusatz. 
Die farblose Krystallisation wog 0,28 g und war rein. 

0,1250 g Subst.: 5,85 cem N (15°, 757,5 mm). Gef. N. 5,53. 


3. Ketolactam I (,,. kleine Krystalle“) und Salpetersaure. Reinigung 
des Ketolactams nach der 47. Mitteilung*). 0,5 g Ketolactam, 5 ccm Salpeter- 
siure; keine wahrnehmbare Reaktion, Lésung nach 24 Stunden mit Wasser 
gefillt. Die krystallinisch gewordene Fillung wog 0,39 g und bestand aus 
einem Gemisch von 44°/, Ketolactam und 56°/, Lactamamid. 


0,1591 g Subst.: 5,9 cem N (17°, 764,4 mm). Gef. N 4,39. 
0,5 g Ketolactam, 5 cem Salpetersiiure; wie oben, Lisung nach 3 Tagen 


mit Wasser gefillt. Ausbeute 0,43 g. Gemisch von 13°/, Ketolactam und 
87°/, Lactamamid. 


0,1606 g Subst.: 7,0 eem N (15,5°, 758,5 mm). Gef. N 5,15. 


4. Ketolactam I (,,Nadeln“) und Salpeterséure. Die zweite Form 
des Ketolactams bildet, wie friiher beschrieben, prismen- bzw. nadelférmige 
Krystalle, die hiiufig stern-, biischel- oder garbenférmig angeordnet sind 
oder auch in Gestalt von kugelig-strahligen Aggregaten erscheinen. Die 
.Nadeln“ wurden aus den ,,kleinen Krystallen“ des gereinigten Ketolactams 
hergestellt, indem man diese mit etwa der 100fachen Menge Wasser kurze 
Zeit kochte und die heiBe Lésung von geringen Mengen noch ungeléster 
Substanz absaugte, worauf alsbald die Krystallisation einsetzte. Als die 
Lésung noch nicht vollstindig erkaltet war, saugte man die Krystalle ab 
und wusch sie mit warmem Wasser aus. 0,18 g der Nadeln, 1,8 cem Salpeter- 
siure: auch hier keine sinnfiillige Reaktion, nach 5 Tagen Wasserzusatz. 

1) Diese Z. 230, 204 (1934). 2) Vgl. Diese Z. 223, 266 (1934). 

5) Diese Z. 226, 48, 49 (1934). ‘) Diese Z. 237, 110 (1935). 
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Die Krystallisation wog 0,12 g (Mindestwert) und bestand aus reinem 
Lactamamid. 
0,1078 g Subst.: 5,0 cem N (14,5°, 747,5 mm). Gef. N 5,42. 


5. Ketolactam I (,,kleine Krystalle“) und Salpetersaure + Harn- 
stoff. 5ccm Salpetersiiure wurden mit einer kleinen (nicht gewogenen) 
Menge von Harnstoff versetzt, so daB ein Teil des letzteren ungelést blieb. 
Nach einiger Zeit brachte man die Mischung mit 0,5 g des Ketolactams 
zusammen und setzte noch etwas Harnstoff zu. Nach 5 Tagen wurde die 
Fliissigkeit von dem Ungelésten abgesaugt und mit 75 cem Wasser versetzt. 
Es schied sich langsam ein krystallinisch werdender Stoff aus, der nach 
2 Tagen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet wurde. Ausbeute: 
0,27 g (mindestens). Die Krystalle bestanden aus unverindertem Ketolactam. 


0,1891 g Subst.: 5,0 cem N (16,5°, 758 mm). Gef. N 3,11. 


Der beim Absaugen der urspriinglichen salpetersauren Liésung ver- 
bleibende Filterriickstand léste sich schon in kaltem Wasser klar auf, be- 
stand also lediglich aus Harnstoff bzw. salpetersaurem Harnstoff. — Bei 
einer Wiederholung des Versuchs unter im tibrigen gleichen Bedingungen 
gab man der Salpetersiiure von vornherein 0,12 g Harnstoff hinzu, ein 
weiterer, spiterer Zusatz von Harnstoff unterblieb. Dauer des Versuchs: 
6 Tage. Auch hier war der Filterriickstand in kaltem Wasser klar léslich. 
Menge der erhaltenen Krystalle mindestens 0,22 g, sie bestanden ebenfalls 
aus unverindertem Ausgangsmaterial. 


0,1996 g Subst.: 5,5 cem N (16°, 749,4 mm). Gef. N 3,21. 


6. Ketolactam I (,,Nadeln“) und Salpetersaure + Harnstoff. 0,38 ¢ 
der Nadeln wurden mit 3,8 cem Salpetersiure + 0.15 g Harnstoff angesetzt. 
Dauer: 5 Tage. Filterriickstand in kaltem Wasser klar léslich. Filtrat 
blieb auf Wasserzusatz zunichst klar, dann erfolgte ganz allmihlich eine 
krystallinische Ausscheidung. Die Krystalle waren hier nicht einheitlich, 
neben den Formen, die bei allen iibrigen Versuchen beobachtet wurden, 
lieBen sich sphirische Aggregate von Nadeln erkennen. Ausbeute: mindestens 
0,23 g. Es lag unverindertes Ketolactam vor. 


0,1770 g Subst.: 4,55 cem N (15,5°, 745,5 mm). Gef. N 2,98. 


Der Rest von den 0,28 g wurde, wie oben unter Versuch 4 beschrieben, 
mit kochendem Wasser behandelt und auf diese Weise vollstindig in die 
»Nadeln® iibergefihrt. 

7. Oximlactam III und Salpetersaure. Herstellung des Oximlac- 
tams III nach dem abgekiirzten Verfahren der 30. Mitteilung'). Umkrystalli- 
sieren aus heiBem Eisessig, dem eine reichliche Menge siedend heiBen 
Wassers zugesetzt wurde. 0,5 g Oximlactam, 6 cem Salpetersiure, Dauer: 
6 Tage. Die erhaltenen Krystalle wogen mindestens 0,22 g und stellten 
reines Lactamamid dar. 

0,1248 g Subst.: 5,85 cem N (15,5°, 747,6 mm). Gef. N 5,46. 


8. Oximlactam III und Salpetersiure + Harnstoff. 0,5 g Oxim- 
lactam wurden mit 6 ccm Salpetersiure, der man von vornherein 0,15 g 


1) Diese Z. 196, 280 (1981). 
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Harnstoff zugesetzt hatte, zusammengebracht. Es firbte sich das Gemisch 
allmihlich griin (Bildung des Nitrosokérpers IV) unter Entwicklung eines 
farblosen Gases. Die Griinfirbung verschwand allmihlich wieder. Wihrend 
des Versuches wurden noch mehrmals kleine Mengen von Harnstoff hinzu- 
gegeben. Nach 8 Tagen saugte man die Fliissigkeit vom Ungeldésten ab 
(Filterriickstand in kaltem Wasser klar léslich) und versetzte sie mit 90 ccm 
Wasser. Die erhaltene ,,einheitliche“ Krystallisation wog 0,22 g und be- 
stand allem Anschein nach aus einem Gemisch von 45°/, Ketolactam und 
55 °/, Lactamamid. 


0,1830 g Subst.: 6,8 cem N (15,5°, 754,4 mm). Gef. N 4,36. 


9. Nitrosokorper IV und Salpetersaure. Das Oximlactam III wurde 
in bekannter Weise’) in den Nitrosokérper IV iibergefiihrt. 0,5 g Nitroso- 
verbindung, 6 cem Salpetersiiure, nach 6 Tagen Zusatz von 90 ccm Wasser 
zur Lésung. Die Krystalle wogen mindestens 0,23 g und waren reines 
Lactamamid. 


0,1289 g Subst.: 6,05 cem N (14,5°, 750,4 mm). Gef. N 5,50. 


10. Nitrosokéorper 1V und Salpetersaure + Harnstoff. Wie Ver- 
such 9, nur daB der Salpetersiiure vorher 0,5 g Harnstoff zugesetzt worden 
waren. Nach 6 Tagen filtriert (Filterriickstand in kaltem Wasser klar 
léslich) und dem Filtrat 90 eem Wasser zugesetzt. Ausbeute an Krystallen 
mindestens 0,2 g. Es diirfte ein Gemisch von 54 °/, Ketolactam und 46 °/, 
Lactamamid vorgelegen haben. 


0,1848 g Subst.: 6,5 eem N (14,5°, 752,6 mm). Gef. N 4,14. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir Kreditgewihrung verbindlichst. 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 175, 140 (1928). 
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Uber die Konstitution des Dihydrovitamins D,,. 


Von 


S. v. Reichel und M. Deppe. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1936.) 


Ks wurde fiir wahrscheinlich gehalten, daB das Vitamin D, 
3 Doppelbindungen enthilt, da es bei der Titration mit Benzo- 
persiure 3 Atome Sauerstoff verbrauchen sollte’). Guiteras’) 
konnte zeigen, daB eine Doppelbindung zwischen C,, und C,, 
liegt. Zwei weitere Doppelbindungen des Vitamins D, befinden 
sich in konjugierter Stellung. Durch Hydrierung des Vitamins D, 
mit Natrium und Propylalkohol erhielt Fernholz*) das Dihydro- 
vitamin, das eine Doppelbindung weniger enthilt. Da das Dihydro- 
vitamin im Gegensatz zum Vitamin kein Absorptionsspektrum im 
Ultraviolett zeigt und kein Maleinséureanhydrid addiert, mu8 eine 
Veriinderung der Doppelbindungen im Kern vor sich gegangen sein. 

Unsere Untersuchungen am Dihydrovitamin ergaben, daB dieses 
dreifach ungesittigt ist, das Vitamin daher 4 Doppelbindungen 
haben mu8. Bei der Titration mit Benzoperséure verbraucht das 
Dihydro-vitamin-allophanat 3 Atome Sauerstoff und geht dabei 
in ein schén krystallisiertes Trioxyd iiber (J). 


Poe << CH—CH—CH—CH—CH—CH, 
| \ a ; 
CH | | CH, O CH, CH, 
3 _——- 
| So So 
-H ¢ Y 


Uber die Lage der Doppelbindungen im Dihydrovitamin gab 
die Chromsiureoxydation des Trioxyds Aufschlu8. Wir erhielten 
eine Saiure, die um 6 Kohlenstoffatome firmer war als das Dihydro- 
vitamin. Dieses ist also bei der Oxydation zwischen C,, und C,, 


1) Liebigs Ann. 492, 233 (1932). 


*) Diss. Gottingen 1932. 3) Diss. Gottingen 1932. 
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aufgespalten worden. Die Doppelbindung in der Seitenkette liegt 
daher beim Dihydrovitamin an derselben Stelle wie beim Vitamin. 
Es ist anzunehmen, da8 mit Chromsiure eine weitere Aufspaltung 
des Molekiils zwischen C, und C,, erfolgt ist, da im Reaktions- 
produkt eine COCH,-Gruppe durch die Jodoformprobe einwand- 
frei erwiesen ist. Auf Grund der Analysen der Allophanatsiure, 
der Oxysiure, des Methylesters, des Acetylesters, der Sauretitration 
sowie des Fehlens eines Absorptionsspektrums ist eine Formel 
des Oxydationsproduktes wie II méglich, Die Indifferenz gegen 
Hydroxylamin aber deutet auf irgendwelche Maskierung der Keto- 
gruppen. Die zweite Kerndoppelbindung des Dihydrovitamins 
wurde zwischen C, und C, angenommen analog dem Vitamin D., 
Aus unseren Untersuchungen ergibt sich in Ubereinstimmung mit 





























der Formel des Vitamins D,') fiir das Dihydrovitamin aller Wahr- 
scheinlichkeit nach die Formel III. 
CH, 
bu ce? 
CH, | OH 
in ae 
Il bis, | 
ne i. i 
8 
O Yo 
HH rl Fé U 
mo, 
CH, 
é4_cH=—cH—CH—CH—CH, 
CH, | | | 
Fi a CH, CH, 
Il CH, | | 





cH | 
i Oia 
Herrn Prof. Windaus sind wir fir die Leitung und Unter- 
stiitzung der Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


Titration von Dihydro-vitamin-allophanat mit Benzopersaure 
357,0 mg Dihydro-vitamin-allophanat vom Schmelzp. 186° wurden in Chloro- 
form gelést, mit 20 cem Benzopersiiure (3,6 Atome Sauerstoff) versetzt und 








1) Liebigs Ann. 521, 160 (1935). 
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24 Stunden bei + 5° stehen gelassen. Dann wurde die iiberschiissige Benzo- 
persiure mit n/20-Natriumthiosulfatlésung zuriicktitriert. 357,0 mg Substanz 
verbrauchten 16,6 ccm Benzopersiure, eine Menge, die 3,03 Atomen Sauer- 
stoff entspricht. Auch bei lingerer Einwirkung erfolgte kein Mehrverbrauch. 

Dihydro- vitamin -allophanat-trioxyd. 6 g Dihydro-vitamin-allo- 
phanat wurden in 100 cem Chloroform gelést und mit 300 cem Benzoper- 
siiure (3,3 Atome Sauerstoff) in der Kilte versetzt. Nach 24 stiindigem Stehen 
bei + 5° war die fiir 3 Atome Sauerstoff berechnete Menge Benzopersiure 
verbraucht. Die Chloroformlésung wurde mit Sodalésung und Wasser ge- 
waschen, getrocknet, im Vakuum eingedampft und der Riickstand aus Chloro- 
form—Methanol umkrystallisiert. Das Dihydro-vitamin -allophanat-trioxyd 
schmolz bei 190°. Ausbeute 3,5 g. 


3,824 mg Subst.: 9,505 mg CO,, 3,110 mg H,0O. 
Cz oH gO,Ny Ber. C 67,67 H 9,02 Gef. C 67,79 H 9,09. 
Optische Drehung: 14,6 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
Oy = — 0,025°; [aw]}9°= — 34° 

Oxydation des Dihydro-vitamin-allophanat-trioxyds mit Chrom- 
saure. Eine Lésung von 3 g Dihydro-vitamin-allophanat-trioxyd in 200 ecm 
Eisessig wurde mit 6 g Chromsiureanhydrid in 50 cem 90°/, igem Eisessig 
versetzt. Nach 12 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Lésung 
3 Stunden auf 60° erwiirmt. Nach dem Erkalten wurde die iiberschiissige 
Chromsiiure mit Natriumbisulfitlésung reduziert, das Gemisch mit Wasser 
versetzt und mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. Die itherische Lisung 
wurde mit verdiinnter Natronlauge ausgezogen und so vom neutralen An- 
teil getrennt, der im Ather verblieb. Die alkalische Lésung wurde mit 
Kisessig angesiiuert und die Lésung mit Ather ausgeschiittelt. Die ithe- 
rische Lésung wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. 
Der Riickstand wurde aus Kisessig-Wasser umkrystallisiert und schmolz 
bei 219°. Ausbeute 1g. Die Siure ist schwer léslich in Ather, Benzol, 
Chloroform, Essigester, leicht léslich in Eisessig und heiBem Aceton. Ein 
Oxim oder ein Semicarbazon konnten nicht erhalten werden. 5 mg Substanz 
ergaben eine einwandfreie Jodoformreaktion. Das Spektrum zeigte im Ultra- 
violett keine Absorption. 


4,260 mg Subst.: 9,390 mg CO,, 2,990 mg H,O. — 3,100 mg Subst.: 
0,157 cem N (25,5°, 758 mm). 

Gef. ,, 60,12 » 78. 

5,341 mg Subst. verbrauchten 1,04 cem n/100-Natronlauge. 

C,,H,.0,N, Aquiv.-Gew. (1 basisch) Ber. 480 Gef. 513. 

Optische Drehung: 8,6 mg Subst., 2 cem Eisessig, / = 1 dm. 

ap =—0,10°; [a]Z°° =— 23,3°. 

Oxysaure. Durch Kochen der Allophanatsiure mit alkoholischer Kali- 
lauge wurde die Oxysiiure erhalten. Sie krystallisierte aus Aceton-Essig- 
ester und schmolz bei 244°. Ausbeute 90°/, d. Th. 

4,624 mg Subst.: 11,230 mg CO,, 3,600 mg H,0. 
C..H,,0, Ber. C 66,96 H 8,69 Gef. C 66,23 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 11 


H 7,56 
»» 1,85 


H 8,65. 
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Methylester. Der in der iiblichen Weise mit Diazomethan bereitete 
Methylester krystallisierte in schénen Nadeln aus Eisessig oder Methano| 
und zeigte einen Schmelzpunkt von 216°. Die Krystalle waren in Ather. 
kaltem Methanol und kaltem Eisessig ziemlich schwer léslich, leicht léslich 
in heiBem Methanol. Aus 60 mg Siure erhielt man 30 mg reinen Methylester. 


4,180 mg Subst.: 10,345 mg CO,, 3,300 mg H,O. 
C.3H;,0, Ber. C 67,60 H889 £Gef. C 67,50 H 8,83. 


Acetylmethylester. Zur Bereitung des Acetylmethylesters wurden 
20 mg Methylester in 1 cem Pyridin gelést, mit 0,2 cem Essigsiureanhydrid 
versetzt und 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Das Gemisc) 
wurde sodann in Wasser gegossen, ausgeiithert, die aitherische Lésung mit 
Essigsiure und Wasser gewaschen, getrocknet und abdestilliert. Der Riick- 
stand wurde aus Methanol und wenig Wasser umkrystallisiert und schmolz 
bei 155—156°. Die Krystalle sind in allen Lésungsmitteln sehr leicht 
léslich. Ausbeute 15mg. Der Acetylmethylester ist unzersetzt im Hoch- 
vakuum bei 150—160° destillierbar. 


4,943 mg Subst.: 12,095 mg CO,, 3,750 mg H,O. — 3,803 mg Subst.: 
1,745 mg AgJ. 
C.;H,,0, Ber. C 66,62 H 8,51 OCH, 6,89 
Gef. ,, 66,73 ,, 8,49 » 6,98. 
Optische Drehung: 8,0 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
ay = — 0,22°; [a]}9° = — 55° 


Neutrales Allophanat. Bei der Chromsiureoxydation des Dihydro- 
vitamin-allophanat-trioxyds konnte aus dem neutralen Anteil ein Stofi 
isoliert werden, der in schénen gelben Nadeln krystallisierte und bei 
239-—240° schmolz. Er wurde aus Essigester umkrystallisiert. Das Spektrum 
zeigte keine Absorption im Ultraviolett. 


5,078 mg Subst.: 11,870 mg CO,, 3,770 mg H,O. — 2,943 mg Subst.: 
0.185 eem N (23°, 754 mm). 
CsH,0.N. Ber. C 63,79 H857 N 4,96 
Gef. ,, 683,75 ,, 831 ,, 5,25. 
Optische Drehung: 8,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
ap = — 0,30°; [a]2°° = — 68,2°% 


Ozonisierung des Dihydro-vitamin-allophanat-trioxyds. 1 ¢ Di- 
hydro-vitamin-allopbanat-trioxyd wurden in 25 cem Chloroform geliést und 
3 Stunden unter Eiskiihlung mit Ozon behandelt. Dann wurde das Chloro- 
form unter vermindertem Druck abdestilliert, der 6lige Riickstand in Eis- 
essig gelést und mit 1 g Chromsiure in Eisessig versetzt. Nach 2 stiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde mit Wasser versetzt, mehrmals aus- 
geiithert und in sauren und neutralen Anteil getrennt. Aus dem neutralen 
Anteil konnte nichts Krystallisiertes isoliert werden. Aus dem sauren An- 
teil wurden einige Krystalle erhalten, die nach dem Umkrystallisieren aus 
Eisessig bei 218° schmolzen und keine Schmelzpunktsdepression mit der 
Allophanatsiure ergaben. 
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Notiz tiber das Lipochrom der Schweineleber. 
Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1936.) 


Bekanntlich vermag das Schwein keine wahrnehmbaren Mengen 
von Lipochrom in seinem Fettgewebe abzulagern. So lieferte 
uns ein Tier, das, lingere Zeit hindurch mit Mais gefiittert, tig- 
lich 4mg Carotine, 28mg Kryptoxanthin und 76mg Zeaxanthin, 
also 108 mg Polyene erhielt, einen Speck, der nach durch- 
gefiihrter Verseifung, eine Farbintensitat, entsprechend 0,09 mg 
,Carotin* pro kg Ausgangsmaterial aufwies. Um den Nachweis 
eines definierbaren Carotinoids haben wir uns, unter Zuhilfenahme 
der adsorptionsanalytischen Methode, vergeblich bemiht. 

Es schien daher erwiinscht, in der Leber des Schweines 
nach unversehrten Polyenen, vor allem nach Carotin zu fahnden, 
um so mehr, als iiber diesen Gegenstand widersprechende Meinungen 
seiuBert wurden. Im Gegensatz zu F. P. Underhill und L. B. 
Mendel?) verneint L. S. Palmer?) das Vorkommen von Carotin 
in der Schweineleber, nachdem er mit je */,—1kg Material, ohne 
eine sehr weitgehende Fraktionierung, Versuche durchgefiihrt hatte. 
Nach L.S. Palmer ist das untersuchte Pigment von Carotin 
spektroskopisch vollkommen verschieden. 

Wir verarbeiteten 20 kg frische Schweineleber, nach dem fiir 
Froschlebern jiingst mitgeteilten Verfahren*). Die Gesamtmenge 
enthielt 4,6 mg epi- und 1,0 mg hypophasischen, lipochromartigen 
Farbstoff (als ,,Carotin“ bzw. ,,.Lutein“ berechnet). Trotzdem die, 
auf Calciumhydroxyd, aus Benzin durchgefiihrte Chromatographie 
der verseiften und entmischten Pigmentanteile je 4 mal wiederholt 
wurde, war ein fiir den Nachweis von Carotin verwertbares Spektrum 
nicht. erhiltlich. Die dem Carotin optisch noch am niachsten 
stehende Farbscheibe der letzten Fraktionierung wies in Schwefel- 
kohlenstoff relativ gute Schwerpunkte, und zwar bei 482,5 und 


2) Ebenda 87, 553 (1929). 


1) Amer. J. Physiol. 83, 589 (1927). 
3) Diese Z. 238, 197 (1986). 
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452,5 uu auf; auBerdem erblickt man einen sehr schwachen 
Schatten um 515 wu, der dem I. Band eines Carotingemisches 
entsprechen kénnte. Auf Grund von Intensititsverhiltnissen und 
von colorimetrischen Ermittlungen, die hier iibergangen werden 
kénnen, kommen wir zum Schlu8, daB 1 kg der gepriiften Schweine. 
leber, wenn tiberhaupt, hichstens 0,01—0,02 mg Carotin enthiilt. 

Uberblickt man die im hiesigen Institut an Lebern unter 
normalen Ernihrungsverhiltnissen durchgefiihrten Bestimmungen ‘), 
so ergibt sich gréBenordnungsgemiB ungefihr das folgende Bild: 


1 kg Frosch .... 60 mg Lipochrom, davon 5 mg Carotin 
fotaniae Mensch ... 2 mg mt . 1 mg . 
I reme..... 1,3 mg 1 mg 
ueber ? =) ” ”? ” 
enthalt: Gans®*) jeune 4.38 “ a 0,5 mg “ 
Schwein... 0,3 mg ‘i » ~<0,01-0,02 mg ,, 


Wenn auch diese Zahlen selbstverstandlich mit der Art der 
Ernahrung stark variieren, so sind sie fiir die, im Polyenumsatz 
verschiedener Tiere bestehenden groBen Unterschiede immerhin 
bezeichnend. Gilt doch das Verhiltnis in bezug auf das Gesamt- 
lipochrom der Lebern: Frosch : Mensch : Schwein = 300 : 10: 1,5. 

Je tiefer der absolute Gesamtlipochromgehalt der Leber liegt, 
ein um so kleinerer Prozentsatz desselben ist in Form von un- 
versehrtem Carotin nachweisbar °®). Wahrscheinlich obwalten in 
der Schweineleber &hnliche Verhiltnisse, wie sie (bei polyen- 
armer Ernahrung) voriibergehend auch bei Lipochromspeichern 
bestehen. DaB von Carotin auch die Leber des Schweines tat- 
sichlich erreicht wird, folgt aus der Beobachtung, daB die aus 
den Extrakten abgeschiedene und getrocknete, kaum _ gefarbte 
Cholesterinfraktion seit mehreren Monaten einen starken Geruch 
nach Veilchen verbreitet. 





*) Diese Z. 231, 259 (1935); 234, 235, 241 (1935). 

5) In 1 kg Leber einer gemisteten Gans lagen z. B. 0,7 mg epi- und 
0,4 mg hypophasisches Lipochrom vor. Nach der iiblichen Aufarbeitung 
ergab die, auf Ca(OH),, aus Benzin durchgefiihrte Chromatographie: a) Epi- 
phasisches: 2 Hauptzonen mit scharf ausgepriigten, in CS, gemessenen opt. 
Schwerpunkten: 510,481 bzw. 513,481 uu (vorwiegend Carotine); b) Hypo- 
phasisches: gleichfalls 2 Hauptringe: 512,481 bzw. 508,476 yu (Lutein + 
Zeaxanthin). 

6) Wie friiher hervorgehoben, verliuft der Abbau des Polyens itiber 
farbige Zwischenstufen: Diese Z. 254, 235 (1935). Fiir Ratten- und Katzen- 
leber wurde bereits vor uns ein analoger Befund mitgeteilt; vgl. z. B.: 
I. M. Heilbron, R.A. Morton, B. Ahmad u. J.C. Drummond, J. Soc. 
chem. Ind. 50, 183 T (1931). 
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Vergleichende titrimetrische und colorimetrische 
Ascorbinsaure-(Vitamin C)-Bestimmungen. 


Von 


Kurt Wachholder und Hans Hermann Podesta. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1936.) 


In letzter Zeit ist von verschiedenen Seiten die Zuverlissig- 
keit der gebriuchlichsten Methode der Ascorbinsaure- bzw. Vitamin 
C-Bestimmung durch Titration mit 2,6-Dichlorphenolindophenol 
nach Tillmans erheblich angezweifelt worden. Meist ist dabei 
als Test die Feststellung der antiskorbutischen Wirksamkeit des 
betreffenden Stoffes beim Meerschweinchen herangezogen worden. 
Diese kann aber bei dem heutigen Stande unserer Kenntnisse 
keineswegs schon den Anspruch erheben, ein genauer quanti- 
tativer Test zu sein; gehen doch die Angaben iiber den tiglichen 
Vitamin C-Bedarf des Meerschweinchens noch bis zum Verhilt- 
nisse 1:3 auseinander. Dementsprechend finden auch bei ein und 
demselben Organ die einen Autoren die Tillmannswerte im Tier- 
versuch bestiitigt, die anderen Autoren hingegen nicht. Neuerdings 
sind jedoch auch andere chemische Bestimmungsmethoden an- 
segeben worden, welche wenigstens in einer Reihe von tierischen 
Organen niedrigere und angeblich richtigere Werte liefern sollen. 

Sicher mu8 man sich von vornherein bewuBt sein, daB eine Methode, 
welche wie die Tillmanssche nur auf der reduzierenden Fihigkeit eines 
Stoffes aufgebaut ist, kaum fiir alle Fille spezifisch gemacht werden kann, 
mag man die Bedingungen dafiir auch noch so optimal wihlen. Beim 
Vitamin C liegen die Bedingungen hierfiir allerdings relativ giinstig, da 
dieses noch in einem so stark sauren Milieu zu reduzieren vermag, in welchem 
fast alle bekannten anderen reduzierenden Stoffe der Gewebe, wie z. B. 
Cystein, Glutathion und Harnsiure diese Fiahigkeit einbiiBen. Die meisten 
sich der Tillmansschen Methode bedienenden Autoren haben aber diese 
Méglichkeit nicht voll ausgenutzt, sondern sind mit dem py nur bis 2,6—3,0 
hinuntergegangen. Dabei hat man sich als EnteiweiBungsmittel meist noch 
der nicht einwandfreien, weil selbst reduzierenden Trichloressigsdure (Fujita) 
bedient. Nur die von Woodward und Fry empfohlene Sulfosalicylsiure 
liefert viel saurere Filtrate. Eine genauere Priifung ergab, daB die von 
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uns') bisher stets benutzten sulfosalicylsauren Gewebsextrakte ein py von 
nur 1,2—1,3 besitzen, und Kontrollversuche zeigten, da8 man in der Tat 
bei diesem py in vielen Fillen nicht unwesentlich niedrigere Werte erhiilt 
als bei dem sonst iiblichen von 2,6—3,0. 

Ks war aber zu priifen, ob nicht auch diese niedrigeren Werte 
noch zu hoch sind. Dies geschah durch den Vergleich mit den 
Ergebnissen derjenigen anderen chemischen Bestimmungsverfahren, 
welche angeblich niedrigere Werte liefern sollen. Zwar beruhen 
auch alle diese anderen Methoden, ebenso wie die Tillmanssche 
auf der reduzierenden Wirkung der Ascorbinsiiure, so daB sich 
gegen ihre Spezifitiit prinzipiell die gleichen Einwendungen er- 
heben lassen. Es kénnte freilich sein, daB sich mit ihnen giinstigere, 
die Spezifitiit verbessernde Bedingungen erzielen lieben. Jeden- 
falls muBten, wenn mit ihnen niedrigere Werte erhalten wurden, 
diese als die richtigeren angesprochen werden. 

EKinmal wurden diejenigen Werte zum Vergleich herangezogen, 
welche man unter Benutzung der mit gewissen Wolframsiure- 
priparaten eintretenden Farbreaktionen erhalten kann. Verglichen 
wurde a) mit der Bezssonoffschen Reaktion mit Phosphor- 
molybdanwolframsiure, b) mit der Reaktion mit dem noch molybdin- 
haltigen Natriumwolframat nach Fujita und c) mit der Reaktion 
mit dem Folinschen molybdinfreien Phosphorwolframsiurereagenz, 
wie kiirzlich von Laporta angeregt. Dabei bestimmten wir stets 
die durch die entstandenen Fiarbungen bedingte Extinktion mit 
Hilfe des lichtelektrischen Colorimeters von Lange, nachdem 
entsprechende Eichkurven an jodometrisch kontrollierten Lésungen 
von krystallinischer, durch Zusatz von Glutathion vor Oxydation 
geschiitzter Ascorbinsaéure*) aufgestellt worden waren. 


F 


Die Methode von Bezssonoff*) wurde nur am Urin aus- 
probiert, da er gerade hier der Tillmansschen Methode jeden 
prizisen Wert abspricht*). Nach ihm soll der Titer des 2,6-Di- 
chlorphenolindophenol mit der Konzentration des Vitamin C im 
Harn schwanken in dem Sinne eines sogenannten positiven Ver- 
diinnungseffektes. Dieser Vorwurf trifft, wenigstens fiir unsere 
sulfosalicylsauren Filtrate, nicht zu, vorausgesetzt allerdings, dab 
trotz der Verdiinnung das p,, konstant bleibt (Tab. 1). 


*) Wir danken der Firma Hoffmann-La Roche fir die freundliche 
Zurverfigungstellung gréBerer Mengen der von ihr synthetisch hergestellten 
reinen Ascorbinsiure (Redoxon). 
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Tabelle 1. 
Menschlicher Harn. 
Filtratverdimnung ....... 5fach 10fach 20 fach 40 fach 
Gefundene mg-°/, Ascorbinsiure . 2,80 2,82 3,02 2,80 


Weiterhin erhielten wir nach Bezssonoff nicht niedrigere 
Werte als nach Tillmans, sondern fast stets betrichtlich héhere 
(Tab. 2) und dies steigend mit der zugesetzten Menge an Reagenz. 
Bezssonoff?) fiihrt letzteres darauf zuriick, dab bei einem fehler- 
haften iibermiBigen Zusatze seines Reagenses auch andere Harn- 
bestandteile eine Fairbung giben. Wir fanden jedoch, da8 auch bei 
reinen Ascorbinsiurelésungen die Farbwerte mit der Reagenzmenge 
steigen. AuBerdem zeigte die bei 0,3 com Reagens auf 50 ccm Filtrat 


Tabelle 2. 


Menschlicher Harn. mg-°/, Ascorbinsiiure. 

















50 cem Harnfiltrat 
Vp Tillmans + Bezssonoffs Reagens 
0,3 ccm | 1 ecm 
Me feaeencs 3,75 5,75 | 
5,08 ! | 17,75 
ee a ee eee 2,28 | 11,6 
ee 2,66 3,4 | 10,0 
Seer rn. 3,31 2,88 | 11,04 
ee 2,19 4,5 8,4 


erhaltene Eichkurve bei 5 mg-°/, einen Knick im Sinne eines 
Steckenbleibens der Reaktion, so daB hier die untere Grenze des 
Zusatzes an Reagens erreicht war. Die kleinste von Bezssonoft 
selbst zugesetzte Menge liegt auch etwas héher. Wenn trotzdem 
schon bei dieser kleinsten Menge fast immer héhere Werte erhalten 
wurden als nach Tillmans, so zeigt dies, daB auch bei richtiger 
Befolgung der neuesten von Bezssonoff fir die Ausfihrung 
seiner Methode gegebenen Vorschriften*) andere Substanzen mit- 
erfaBt werden. Eine von diesen Substanzen ist entgegen den 
Angaben von Bezssonoff die MHarnsiure, und zwar geben 
50 mg-°/,-Harnsiiure, wie sie im Urin vorkommen kénnen, bei 
0,3 com Reagens dieselbe Farbung wie 1,6 mg-°/,-Ascorbinsiure, 
bei 1 ccm Reagenzzusatz gar wie 3,3 mg-°/,. Hieraus ergibt sich 
fernerhin, da8 die Annahme von Bezssonoff, seine Farbreaktion sei 
OH OH 
eine fiir die Dienolgruppe R—C——C—R spezifische, nicht zutrifft. 
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Nach alledem miissen wir das Bezssonoffsche Verfahren der 
Vitamin C-Bestimmung auch in seiner neuesten Ausfihrungs- 
vorschrift als fiir den Harn unbrauchbar ablehnen. Auch kann 
nach den obigen Befunden das Bestehenbleiben einer positiven 
Bezssonoffschen Reaktion im Harne eines 48 Stunden lang 
Vitamin C-frei ernihrten Siuglings nicht als Beweis dafiir an- 
gesehen werden, daB der menschliche Siaugling die Fiahigkeit 
besitze, Vitamin C selbst zu bilden®). Uber andere hiergegen 
sprechende Befunde wird demniichst berichtet werden. Im iibrigen 
gibt Bezssonoff?) neuerdings selbst an, bei manchen Urinen 
(und dies gerade bei Sauglingen) héhere Farbewerte erhalten zu 
haben, als deren Reduktionsvermégen und der von ihm geiibten 
elektrometrischen Kontrolle nach zu erwarten war. In einer 
wihrend der Fertigstellung dieser Arbeit erschienenen Verdéffent- 
lichung berichten v. Euler und Burstrém®) iiber die gleiche 
Erfahrung. 





Il. 

Fujita, Iwatake und Miyata‘) haben kiirzlich eine colori- 
metrische Methode der Vitamin C-Bestimmung angegeben, welche 
auf der Blaufiirbung der Ascorbinsiure mit einem Na—Wolframat— 
Schwefelsiituregemisch nach Zusatz von NaOH beruht. Die Autoren 
wollen hiermit niemals héhere, sondern zumeist erheblich nied- 
rigere Werte erhalten haben als nach Tillmans, 


Dies ist durchaus erklirlich, denn die Farbreaktion ist 4uBerst un- 
bestiindig. Sie erreicht bei reinen Ascorbinsiurelésungen etwa 10-20 Sekunden 
nach Zusatz der NaOH ihr Maximum, um alsbald wieder abzublassen und 
im Verlaufe einiger Minuten vollig zu verschwinden, offenbar bedingt durch 
die bekannte rasche Zerstérung der Ascorbinsiure in alkalischem Milieu. 
Da bei den meisten Gewebsextrakten, vor allem bei solchen von Neben- 
nieren, die Farbreaktion noch viel schneller abblaBt als bei reinen Ascorbin- 
siurelésungen, kann die von den Autoren angewandte zeitraubende Methode 
des subjektiven colorimetrischen Vergleichs mit der Reaktion einer Ascorbin- 
siurestandardlésung keine zuverlissigen, sondern nur zu niedrige Werte 
geben. Zur Messung solch unbestiindiger Fiairbungen bewihrte sich uns 
das lichtelektrische Colorimeter von B, Lange besonders, da mittels 
desselben innerhalb weniger Sekunden die durch die Fiarbung bedingte 
Extinktion galvanometrisch abgelesen werden kann. Im einzelnen wurde 
wie folgt verfahren: Einfiillen von 5 cem des nach Quensel und Wach- 
holder’) hergestellten Gewebsextraktes in die Kiivette von 1 em Schicht- 
dicke, dazu in streng einzuhaltender Reibenfolge 2 cem H,O bidestilliert, 
2 cem Natriumwolframat-Schwefelsiiuregemisch und 1,5 ecm 2 n-NaQH. 
Kurzes Umschiitteln, Ablesen des Maximums der Extinktion bei rotgefiltertem, 
monochromatischem Licht. Das Wolframatgemisch (Lésung von Na-Wolf- 
ramat Merck mit Garantieschein in n-H,SO, im Verhiltnis 1:5 unter Schiitteln 
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und Erwirmen im bis auf 90° gebrachten Wasserbad, Abkiihlen, Filtrieren) 
muB stets ganz frisch hergestellt sein. Triibe oder nicht deutlich griinlich- 
velbe Filtrate sind zu verwerfen. Die Firbekraft des Filtrats muB, da 
manchmal abweichend, jedesmal erst durch Colorimetrieren einer bekannten 
Ascorbinsiurelésung sichergestellt werden. Bei Eigenfiirbung der Extrakte, 
z.B. beim Harn, Korrektur durch Abzug der dieser entsprechenden Extinktion. 
Gradlinige Eichkurve bis zu 3,5 mg-°/, Ascorbinsiure im Filtrat, entsprechend 
35 mg-°/, im Gewebe. Bei geringerem Gehalt als 3—4 mg-°/, im Gewebe 
Benutzung der Kiivette mit 3 cm Schichtdicke. Niedrigste sichere Be- 
stimmungsmoglichkeit bis zu 0,5 mg-°/, Gewebsgehalt, bei nur 5fach ver- 
diinnten Extrakten bis zu 0,25 mg-°/, herunter. 

So verfahrend erhielten wir, wie zu erwarten, lange nicht 
mehr den von Fujita gefundenen Unterschied zwischen colori- 
metrischen und Tillmanswerten. Bei Kaninchen, Ratten, Katze und 
Hund wurden in der Leber colorimetrisch 77—96°/, des Tillmans- 
wertes gefunden gegen 67°/, bei Fujita), in der Lunge 87—95°/, 
gegen 78°/,), beim GroBhirn 94—100°/, (gegen 80°/,), beim Klein- 
hirn und Riickenmark 86°/,, im Pankreas 90°/,, in der Schild- 
driise 65—70°/,, Thymus gegen 100°/, (wie Fujita). In den 
Nebennieren (Meerschweinchen) fand Fujita einen besonders 
eroBen Unterschied, nimlich nur 30°/,, wir hingegen beim Kaninchen 
69—75°/, und beim Hund mindestens 92°/, des Tillmanswertes. 
In anderen Organen fanden wir vereinzelt, in mehreren sogar 
regelmiBig colorimetrisch die héheren Werte. Dies ist besonders 
beim Herzen der Fall, bei dem Fujita gar nur 25°/, des Till- 
manswertes colorimetrisch wiederfand, wir hingegen 100—153°/,. 
Auch bei den Skelettmuskeln erhielten wir in der iiberwiegenden 
Mehrzahl der Fille héhere colorimetrische Werte, bei der glatten 
Muskulatur des Magens jedoch nur vereinzelt, vielmehr meist um 
wenige Prozent unter den titrimetrischen liegende. Ferner lagen 
im Blut, im Harn und besonders in der Niere unsere colori- 
metrischen Werte stets iiber den titrimetrischen, wihrend Fujita 
in den von ihm untersuchten Rattennieren nur 46—62°/, des 
Tillmanswertes fand. Wir haben uns allerdings beim Titrieren 
stets an den ersten deutlichen, etwa 1/, Minute bestehen bleibenden 
Farbenumschlag, wie ihn reine Ascorbinsiurelésungen geben, ge- 
halten und das gerade bei der Muskulatur, beim Blut und be- 
sonders bei der Niere sehr hiufige Nachziehen unberiicksichtigt 
gelassen. Fujita scheint dies nicht getan zu haben; denn seine 
Tillmanswerte fiir Herz und Niere sind ganz ungewoéhnlich hoch. 

Die obigen Befunde riefen sehr stark den Verdacht hervor, 
da& ebenso wie bei der Bezssonoffschen Methode auch bei der 
Fujitaschen unter gewissen Umstiinden noch andere Stoffe die 
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Farbreaktion geben und so zu hohe Vitaminwerte vortiuschen, 
Da dies besonders beim Harn und auch bei der Niere der Fal! 
war, muBte wiederum an Harnsiure gedacht werden, und in der 
Tat wurde mit Harnsiure eine positive Reaktion erhalten, wobei 
50 mg-°/, Harnsaure dieselbe Firbung gaben wie 2,6—3,0 mg-°/, 
Ascorbinsiure. Damit lift sich aber das beobachtete, ganz erheb- 
liche (bis zum 2—8 fachen) Hoherliegen der colorimetrischen Werte 
in Niere und Harn nur zum Teil erkliren. Es miissen auch andere 
noch unbekannte Substanzen daran beteiligt sein. 





III. 

Colorimetrische Vitamin C-Bestimmung mit dem Phosphorwolfram- 
siurereagens von Folin. Ausgehend davon, daB das Bezssonoff- 
sche Reagens und ebenso, wenn auch in geringerem Mafe, auch 
das Fujitasche molybdianhaltig sind, der Molybdingehalt bei 
Wolframsiurereagenzien jedoch, worauf Folin®) immer wieder 
hingewiesen hat, unkontrollierbare Farbreaktionen mit allen még- 
lichen Substanzen verursacht, lag es nahe, das sicher molybdin- 
freie Phosphorwolframsiurereagens von Folin zur Vitamin C-Be- 
stimmung heranzuziehen. Versuche in dieser Richtung sind schon 
durch Laporta?!®) und anscheinend auch durch vy. Kuler®) angestellt 
worden, ohne da jedoch von diesen Autoren Angaben iiber er- 
haltene Ergebnisse mitgeteilt wurden. 

Um zum Ziele zu kommen, muBten Bedingungen gesucht 
werden, unter welchen die Harnsiure (fiir deren Bestimmung das 
Reagens ja von Folin ausgearbeitet worden ist) und auch Cystein 
und Glutathion (zu deren Bestimmung es von Hunter und Eagles") 
schon herangezogen wurde) keine Farbreaktion mehr geben. Dies 
wurde’ wie bei der Tillmansschen Bestimmung durch Arbeiten 
in sehr saurem Milieu (p,, 1,3—1,4) erreicht, in welchem allerdings 
auch die Farbreaktion mit der Ascorbinsiure sich erst nach 
lingerer Zeit und bei vorsichtigem Erwirmen erst vollstindig 
volizieht. Der Arbeitsgang war im einzelnen folgender: 

8 cem des sulfosalicylsauren Extraktes bzw. Filtrates nach Quensel 
und Wachholder werden gemischt mit 5 ccm Folinschem molybdinfreiem 
Phosphorwolframsaurereagens, hergestellt nach der neuen, verbesserten Vor- 
schrift unter Verwendung von Natriumwolframat purissimum mit Garantie- 
schein von Merck. }/, Stunde Erwirmen im Wasserbad von 50°, voll- 
stiindige Farbentwicklung erst nach einer weiteren */,—1 Stunde Stehen- 
lassens bei Zimmertemperatur. Filtrieren und Feststellung der Extinktion 


im Langeschen lichtelektrischen Colorimeter bei rotgefiltertem Licht. Die 
mit reinen Ascorbinsiurelésungen aufgesteliten Eichkurven verliefen aller- 
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dings bei obigen, ein py von unter 1,4 aufweisenden Gemischen nur bis 
zu einem Gehalt von 1,5 mg-°/, ganz gerade. Demgemif wurden aus mehr 
als 15 mg-°/, enthaltenden Organen entsprechend stirker als 10 fach ver- 
diinnte Extrakte hergestellt. Bei geringem Gehalt und geniigender Substanz- 
menge konnte unter Benutzung der groBen Kiivetten mit 3 em Schichtdicke 
ein Organgehalt bis zu 0,2 mg-°/, hinunter sicher festgestellt werden. In 
manchen Fiillen, z. B. bei der Frauenmilch, ist zum Kliren bzw. Klarhalten 
der Filtrate vor Mischung mit dem Folinreagens Ausschiittlung mit Ammon- 
sulfat erforderlich. (°/, g Ammonsulfat pro ccm Filtrat.) 


Das Ergebnis war, wie nach obigem zu erwarten, in fast 
allen Organen noch niedrigere Werte, als sie nach dem Fujita- 
schen Verfahren erhalten worden waren. Im einzelnen fanden sich 
bei erwachsenen Kaninchen, Katzen, Meerschweinchen und Ratten 
im Verhaltnis zum jeweiligen Tillmanswert in der Leber nur 50 
bis 82°/,, in der Lunge 16—80°/,, Niere 34—81°/,, im Darm 
59—103°/,, in den Nebennieren 45—89°/,, in der Milz 783—94°/,, 
im Pankreas gegen 80°/, und in der Thymus eines fast er- 
wachsenen Kaninchens gar nur 20°/,. Die Tillmanssche Methode 
erwies sich also fiir alle diese inneren Organe nicht brauchbar, 
da sie hier in einem nicht vorauszusehenden Prozentsatze zu hohe 
Werte liefert. Bei Jungtieren scheint der Fehler weniger grof 
zu sein. So wurden z. B. in der Thymus ganz junger Kaninchen 
54—92°/, gefunden gegen 20°/, beim alteren Tiere. Kine Sonder- 
stellung nimmt das Gehirn ein, in dem bei erwachsenen Tieren 
die Tillmanswerte nur um wenig zu hoch gefunden wurden (im 
Mittel um 10°/,), bei Jungtieren lagen sie sogar regelmiBig um 
5—15°/, unter den colorimetrischen Werten. Bei den Muskeln 
verhielten sich die verschiedenen Arten derselben nicht einheit- 
lich, Bei der glatten Muskulatur (Magen, Darm und Uterus) lagen 
die colorimetrischen Werte meist nur wenige Prozent tiefer, in 
selteneren Fallen bis zu 20°/,. Der ,,tonische“ (rotgefirbte) Haltungs- 
typ der Skelettmuskulatur verhielt sich ahnlich, wihrend bei den 
»nicht tonischen“ (weiBen) Bewegungsmuskeln und bei erwachsenen 
Tieren auch bei. der Herzmuskulatur colorimetrisch regelmaiBig 
wesentlich héhere Werte gefunden wurden, und zwar beim Herzen 
um 15—20°/, des Tillmanswertes, bei den Skelettmuskeln gar 
bis zum 23/, fachen desselben. Nur bei den Herzen von Jung- 
tieren ergaben sich colorimetrisch niedrigere Werte, und zwar 
um 10—45°/,. 

SchlieBlich wurden an Kérperexkreten noch Milch und Harn 
untersucht. Dabei fanden sich bei frischer Frauenmilch colori- 
metrisch etwa 10°/, niedrigere Werte, bei frischer Kuhmilch 
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meist 10—20 °/, geringere Werte als nach Tillmans, bei letzterer 
gelegentlich aber auch um 50°/, niedrigere. Nach mebrstiindigem 
Stehenlassen war solch groBer Unterschied die Regel. Im Harn 
wurden bei erwachsenen Kaninchen colorimetrisch nur 40—60 °/, 
des Tillmanswertes gefunden, bei Jungtieren sogar nur 20—35 °, . 
Beim menschlichen Harn hingegen lagen die colorimetrischen 
Werte regelmaBig iiber den titrimetrischen, doch lange nicht so 
viel wie nach den Methoden von Bezssonoff oder Fujita. 
Kontrollversuche zeigten, daf das unterschiedliche Verhalten von 
Kaninchen- und Menschenharn nicht einfach auf Unterschiede in 
der Reaktion, ob alkalisch oder sauer, zuriickgefiihrt werden 
kann. 

Nach alledem diirfte die colorimetrische Bestimmung des 
Vitamin C-Gehaltes mit Hilfe des Folinschen molybdanfreien 
Phosphorwolframsiurereagenses mit Ausnahme des Gehirns bei 
den inneren Organen der Siiugetiere und auch bei der Milch 
wesentlich richtigere Werte liefern als das Tillmanssche Ver- 
fahren, welches in diesen Fillen als unspezifisch zu verwerfen — 
ist. Fiir die Bestimmung des Vitamin C-Gehaltes der Herz- und 
Skelettmuskulatur sowie des menschlichen Harnes hat sich hin- 
gegen das obige colorimetrische Verfahren als ungeeignet erwiesen. 
Damit ist aber noch nicht gesagt, daB in diesen Fallen das 
Tillmanssche Verfahren richtige Werte liefert. 


IV. 

Gerade fiir den menschlichen Harn ist dies von Ammon 
und Hinsberg?*) neuerdings bestritten worden, da die Autoren 
hier mit der Methylenblaumethode von Martini und Bonsig- 
nore?!%) in einer Anzahl von Fallen wesentlich niedrigere Werte 
erhielten als nach Tillmans. Da sie auch beim Detoxin und 
bei der menschlichen Placenta ganz erhebliche, in derselben 
Richtung liegende Unterschiede fanden, scheinen sie diese Methode 
fiir die zur Zeit beste zu halten und nehmen an, ,,daB alle nach 
den anderen Methoden gefundenen Werte, die tiber den Methylen- 
blau—Ascorbinsiurezahlen liegen, kein Vitamin C sind“. 

Wir haben auch mit dieser Methode vergleichende Unter- 
suchungen angestellt. Sie beruht darauf, daB Ascorbinsiure in 
saurer Liésung bei geniigend intensiver Belichtung die Fiahig- 
keit gewinnt, Methylenblau in ganz kurzer Zeit zu entfirben 
(Martini!4)]. 
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Methodisches. Herstellung der sulfosalicylsauren Gewebsextrakte 
nach Quensel und Wachholder, doch mit der doppelten Menge 22 °/, iger 
Sulfosalicylsiure. 4ccm Filtrat werden mit 1 cem 22°/,iger Siure auf 
eine Siurekonzentration von annihernd 8°/, gebracht. Hierzu und zu 
5 eem 8 °/,iger Sulfosalicylsiure als Kontrolle werden je 2 ccm Citratlésung 
(37,5 g Na-Citrat plus 10,0 g Na-Bicarbonat auf 250 cem H,O destilliert) 
und 1eem einer 5°/,igen Na-Thiosulfatlésung zugesetzt, sowie je 0,2 cem 
einer Lésung 1:10000 von Methylenblau pur. med. Schiitteln in kaltem 
Wasserbad unter gleichmiBiger méglichst intensiver Bestrahlung beider 
Ansiitze mit einer mit Reflektor versehenen Nitraphot B-Lampe von 500 Watt. 
Zufiigung von Methylenblau zum Extrakt bis keine Entfirbung tiber die 
Kontrolle mehr eintritt. Dauer der Titration nicht tiber 3, besser unter 
2 Minuten, daher Kenntnis des ungefihr zu erwartenden Verbrauches an 
Methylenblau wiinschenswert. Zum Vergleich wurde ein zweiter Teil der 


‘ obigen Gewebsfiltrate ohne weiteren Siurezusatz nach Tillmans titriert 


und ein dritter Teil 1:1 mit H,O verdiinnt und dann wie angegeben 
mit Folins Reagens colorimetrisch bestimmt. 


Nimmt man an, daB 1 Molekiil Ascorbinsiure mit 1 Molekiil Methylen- 
blau reagiert, dann mu man theoretisch einen Titer von 1 ccm Methylen- 
blaulésung 1:10000 gleich 0,047 mg Ascorbinsiiure erhalten. Einen nur 
wenig davon verschiedenen Titer von 1ccm gleich 0,05 mg erhielten 
Martini und Bonsignore auch praktisch bei ihren trichloressigsauren 
Extrakten. Wir fanden bei unseren sulfosalicylsauren Extrakten, daB man, 
wie ja auch verstindlich, um so besser an den theoretischen Titer heran- 
kommt, je intensiver die Lichtwirkung ist. Dabei kommt es nicht auf die 
einfache Wattzahl der benutzten Lampe an, sondern auf die spezifische 
Flichenhelligkeit und auBerdem, wie Kollath*') an Versuchen iiber 
Methylenblauentfirbung im lebenden Organismus nachgewiesen hat, auf 
die Wellenlinge der ausgesandten Strahlen. Erforderlich ist ein Reich- 
tum an Strahlen von der Wellenlinge 533—650 uu und 760—1250 uu. Den 
von Ammon und Hinsberg, sowie von Caffier und Ammon" ge- 
fundenen héheren Titer von 1cem gleich 0,086 und noch héhere Titer 
erhielten wir nur, wenn wir die Belichtung nicht ausreichend machten. 
Kontrollversuche ergaben, daB sich ein Unzureichendsein der Belichtung 
bei reinen Ascorbinsiurelésungen und bei Organextrakten nicht gleich- 
miBig auswirkt, sondern im letzteren Falle erheblich stirker. Dies fihrt 
dazu, daB man in vielen Organen beim Arbeiten mit dem hohen Titer zu 
niedrige Werte erhilt im Vergleich zu den bei theoretisch richtigem Titer 
erhaltenen Ergebnissen. Bei der Meerschweinchenleber wurde so z. B. ein 
Unterschied von 20°/, erhalten. Bei der menschlichen Placenta wurde ein 
ebenso groBer Unterschied gefunden, auBerdem erhilt man hier durch eine 
rasche Wiederfirbung zu Methylenblau leicht zu niedrige Werte. 


Im einzelnen bekamen wir, nachdem wir diese Fehlerméglich- 
keit aufgedeckt hatten und bei einwandfreier Belichtung und 
Titerstellung arbeiteten, folgende Ergebnisse. 

Im menschlichen Harn wurde in Bestitigung des Befundes 
von Ammon und Hinsberg regelmibig ein wesentlich niedrigerer 
Gehalt als nach Tillmans festgestellt, nimlich nur 50—92°/, 
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hiervon. Beim Kaninchenharn war der Unterschied ein noch 
betrachtlicherer. Hier lagen die Methylenblauwerte noch unter 
den niedrigen colorimetrisch von uns gefundenen. Da die bis- 
herigen Angaben tiber den T'agesbedarf des Menschen an Vitamin (, 
soweit sie tiberhaupt auf chemischen Untersuchungen beruhen, 
sich alle auf Harnuntersuchungen mit der Tillmansschen 
Methode stiitzen, diirften sie simtlich dringend revisionsbediirftig 
sein. Wir haben entsprechende Untersuchungen in Angriff ge- 
nommen. 

Auch bei der Muskulatur erwies sich, mit einer einzigen 
Ausnahme, die Methylenblaumethode als die derzeit beste Methode. 
Mit ihr erhielten wir auch hier iiberall wesentlich niedrigere 
Werte, und zwar bei den weiBen zweigelenkigen Bewegungs- 
muskeln nur 40—86°/, der Tillmanswerte, bei den roten ein- 
gelenkigen Haltungsmuskeln meist 57—679°/,. Der schon friiher 
von Wachholder und Uhlenbroock?’) vermutete, aber noch 
nicht einwandfrei festgestellte Unterschied im Vitamin C-Gehalt 
dieser beiden Arten von Skelettmuskeln kommt jetzt ganz klar 
heraus. Die eingelenkigen Haltungsmuskeln haben nach den 
hier als spezifischer anzusehenden Methylenblauwerten stets einen 
doppelt bis 3fach so hohen Vitamin C-Gehalt als die zugehérigen 
zweigelenkigen Bewegungsmuskeln. So wurden z. B. bei einer Katze 
fiir den Gastrocnemius 0,6 mg-°/,, fiir den Soleus 1,79 mg-°/, ge- 
funden. Bei den glatten Muskeln fanden sich 50—90°/, der 
Tillmanswerte und damit meist auch nicht unbetrichtlich weniger 
als colorimetrisch. Bei der Herzmuskulatur erwachsener Tiere 
wurden gar nur 34—64°/, erhalten. Hingegen versagte beim 
Herzen von Feten, wo, wie erwihnt, gerade die colorimetrische 
Methode wesentlich niedrigere Werte lieferte als die Tillmanssche, 
die Methylenblaumethode. Hier ergab sie sogar wesentlich héhere 
Werte als die Tillmanssche. 

Damit hat sich also die von Ammon und Hinsberg aus- 
gesprochene Annahme, daB die Methylenblaumethode iiberall die 
niedrigsten Werte liefern wiirde und somit generell als die zur 
Zeit spezifischste Methode der Vitamin C-Bestimmung anzusehen 
sel, nicht bewahrheitet. Das zeigte sich dann auch noch weiter 
bei der vergleichenden Untersuchung des Gehaltes der inneren 
Organe. Hierbei ergaben sich zwar beim Darm regelmaBig 
niedrigere Werte als colorimetrisch, doch lag der Unterschied 
unter 10°/,.. Auch beim Pankreas wurde ein dhnlicher kleiner 
Unterschied gefunden. Beim Gehirn war er gréBer, bis zu 30°/,, 
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aber nicht in allen Fallen, denn einmal wurde ein gleicher, in 
einem Falle sogar ein um 10°/, héherer Wert erhalten. In 
Nebenniere, Milz, Ovar und Placenta waren die Werte teils gleich, 
oder wechselnd gréBer und kleiner. Speziell fiir die Placenta 
kénnen wir nicht die Angabe von Caffier und Ammon be- 
stiitigen, daB man hier mit der Methylenblaumethode ganz be- 
sonders niedrige Werte erhalte. Bei der Placenta des Menschen 
und Kaninchens bekamen wir mindestens 77 °/, der Tillmanswerte, 
wihrend die Autoren nur 10—15°/, derselben fanden. Bei der 
Meerschweinchenplacenta fielen unsere Methylenblauwerte sogar 
mehrfach héher aus. Die Differenz der Ergebnisse erkliart sich 
zum Teil daraus, da die Autoren, wie oben schon ausgefihrt, 
mit einer ungeniigenden Lichtquelle gearbeitet haben diirften, 
vielleicht auch die hier besonders rasche Wiederauffirbung des 
Methylenblaus nicht geniigend beriicksichtigten, zum Teil aber 
auch daraus, daB entgegen der Annahme der Autoren und der- 
jenigen von Neuweiler der Gehalt der Placenta zu den ver- 
schiedenen Zeiten der Schwangerschaft nicht gleich zu _ sein 
scheint. SchlieBlich bestehen auch charakteristische Unterschiede 
im Vitamin C-Gehalt zwischen den verschiedenen Schichten der 
Placenta. Genauere Untersuchungen hieriiber sind noch im Gange. 
Das eine kann nur jetzt schon gesagt werden, dab der Gehalt 
in der Placenta keineswegs, wie Caffier und Ammon meinen, 
so niedrig ist, daB die Placenta als Vitamin C-Speicher (oder gar 
als Bildungsstatte?) fiir den Fetus nicht in Frage komme. 


In der Lunge und Niere, sowie bei erwachsenen Tieren auch 
in der Leber, lagen die Methylenblauwerte zwar regelmiBig unter 
den Tillmanswerten, aber mit ganz wenigen Ausnahmen iiber den 
colorimetrischen. Bei einer fetalen Leber wurde ebenso wie beim 
fetalen Herz mit der Methylenblaumethode sogar erheblich mehr 
erhalten als nach Tillmans (178 °/,), wahrend colorimetrisch nur 
21°/, dieses Wertes wiedergefunden wurden. 


Zum Beleg bringt Tab. 3 die Ergebnisse je eines Versuches 
an einem Kaninchen und an einer Katze. 


Aus alledem ergibt sich, daB ebenso wie beim Harn und bei 
den Muskeln auch beim Darm, Gehirn und Pankreas zur Zeit 
nur die Methylenblaumethode die bestméglichen Vitamin C-Werte 
liefern diirfte. Zur Bestimmung des Vitamin C-Gehaltes in der 
Nebenniere, Milz und im Ovar ist ihr die obige colorimetrische 
Bestimmung mit Folins Reagens gleichwertig. Bei der Placenta 
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scheint die letztere Methode sogar die bessere zu sein, und dies 
ist bei der Lunge, Niere und Leber sicher der Fall. Dasselbe 
gilt schlieBlich noch fiir die Milch, und zwar sowohl fiir die 
Kuh- als auch die Frauenmilch, wo wir nach den beiden Methoden 
im allgemeinen gleiche, in einzelnen Fallen mit der Methylen- 
blaumethode wesentlich héhere Werte erhielten. 


Tabelle 3. 


Vergleichende Vitamin C-Bestimmungen. 
I. Kaninchen ¢@ vom 4. II. 1936. Il. Katze 9 vom 8. II. 1936. 











Methode 
: Tir | Orga | agecnwteunnan | Oolorimitaina sa 
Tillmans | Methylenblau | Folins Reagens 
I Leber... . 22.95 20,88 19,35 
I Niere.... 9,2 | 6,28 4,8 
Ul i 13,9 | 11,48 9,36 
I Lunge ... 10,14 6,84 | 3,8 
il ee 17,0 13,27 | 11,88 
I Darm. .. . 35,7 3107 si 32,5 
I Gehirn . . . 25,24 | 18,2 | 24,2 
II ge 17,43 16,1 | 15,9 
I Nebennieren . 356,5 315,9 328 
II mi 86,6 | 82,0 | 68 
II Se 33,62 | 29,58 31,8 
II Pankreas . . 13,5 9,7 11,1 








Es gibt demnach zur Zeit keine Methode der Vitamin C- 
Bestimmung, welche ohne weiteres iiberall als die beste empfohlen 
werden kénnte, sondern man mu, sofern die obigen Unter- 
suchungen dariiber nicht schon Klarheit verschafft haben, von 
Fall zu Fall priifen, welches der beiden Verfahren, die Methylen- 
blaubestimmung nach Martini und Bonsignore oder die colori- 
metrische Bestimmung mit Folins Reagens die niedrigeren und 
damit spezifischeren Werte liefert. Die Bestimmung mit dem 

: Reagens von Bezssonoff, das Verfahren von Fujita, und vor 
allem die so viel geiibte Indophenolmethode von Tillmans sind 
als unspezifisch zu verwerfen. 


Friulein Kathe Anders haben wir fir hilfreiche Unter- 
stiitzung bei den Analysen zu danken. 
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Uber die Isolierung von racemischem Arginin 
aus Nierenautolysat. 
Von 


Heinz Adolf Heinsen. 


(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie Wiirzburg 
und der Medizinischen und Nervenklinik GieBen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1936.) 


Bei der Aufarbeitung eines Autolysates aus Rindernieren 
konnte aus dem mit Phosphorwolframsaure fallbaren Anteil, und § 
zwar aus der Lysinfraktion, ein Kérper isoliert werden, fiir den 
die Formel C,H,,N,O, berechnet wurde. Der Kérper wurde als 
sozojodolsaures Salz dargestellt und analysiert. Er enthalt eine 
Aminogruppe (NH,—N-Bestimmung nach van Slyke); eine Carb- f 
oxylgruppe wurde durch Bildung eines leicht léslichen Kupfer- [ 
salzes wahrscheinlich gemacht. N—CH,-Gruppen waren nicht 
nachzuweisen. Eine intensive Rotfirbung fand sich mit dem 
Reagens von Sakaguchi, so daB das Vorliegen eines Guanidin- 
kerns angenommen werden konnte. : 

Diese Eigenschaften, sowie die berechnete Formel sprachen 
dafiir, daB es sich um Arginin handelte, jedoch bildete die Sub- 
stanz mit Sozojodolsiure ein Disozojodolat, wahrend sich das 
d-Arginin nur mit einem Molekiil Sozojodolsiure vereinigt?). Die 
Priifung der optischen Aktivitit der aus dem Salz hergestellten 
freien Base ergab dann, dafi durch die fragliche Substanz das 
polarisierte Licht nicht gedreht wurde, so da die Vermutung 
auftauchte, es handele sich um racemisches Arginin. Das konnte 
durch vergleichende Untersuchungen bestitigt werden. 

Zu diesem Zweck wurde d,l-Arginin nach dem von Kutscher?) 
angegebenen Verfahren durch Erhitzen von d-Arginin mit kon- 
zentrierter Schwefelsiure dargestellt. Aus der neutralisierten 
Lésung, die optisch inaktiv war, konnte mit Sozojodolsiure das 
entstandene d,l-Arginin gefallt werden. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Wasser und ‘T'rocknen bei 100° im Hoch- 
vakuum gibt das Salz die fiir Arginin-disozojodolat geforderten 
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'(-, H-, N- und S-Werte. Ubereinstimmung in bezug auf Elementar- 
analyse, Krystallbild usw. besteht zwischen diesen Daten und den 
Werten, die fiir das aus Nierenautolysat isolierte Sozojodolat ge- 


‘funden wurden. 
sozojodolat bildet, zeigt deutliche Abweichungen in C- und N-Ge- 
‘halt, sowie in Léslichkeit, Schmelzpunkt und Krystallbild. Es 


-Monosozojodolat dargestellt und analysiert wurde. 


_Zusatz von d-Arginin. 
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Uber die Isolierung von racemischem Arginin aus Nierenautolysat. 


Ein Vergleich mit d-Arginin, das ein Mono- 


besteht also kein Zweifel, daB es sich um racemisches Arginin 
handelt, das hier aus Autolysat von Rindernieren isoliert werden 
konnte. Es fand sich auBerdem auch noch d-Arginin, das als 
Kine Race- 
misierung von d-Arginin kann bei der schonenden Art der Auf- 


-arbeitung nicht angenommen werden. 


Das Auftreten von racemischem Arginin wurde bisher selten 
beobachtet: Kutscher’) fand es bei Trypsinverdauung von Fibrin, 


| Cathcart‘) bei der Spaltung des koagulierten Blutserums durch 


Milzprotease, Morizawa®) in Kulturen von Proteus vulg. nach 
Deshalb schien uns der obige Befund 
mitteilenswert. 

Bemerkenswert ist, daB sich die Sozojodolsiure wegen ihrer 
verschiedenen Salzbildung gut zur Trennung von d-Arginin und 


'd,l-Arginin zu eignen scheint. 


Experimenteller Teil. 


2'/, kg kérperwarme Rindernieren wurden in 10 Liter Wasser unter 
Zusatz von Chloroform und Toluol bei pg 3,8 (Natriumacetatpuffer) 5 Tage 
bei 36—40° der Autolyse unterworfen. EnteiweiBung nach Folin-Wu 
mit Natriumwolframat und Schwefelsiure. Aufarbeitung tiber Phosphor- 
wolframat; Fraktionierung mit Silberoxyd und Schwefelsiure nach Kiesel’®). 

Die dabei erhaltene Lysinfraktion wird, wie iiblich, von Silber und 
Barium befreit und im Vakuum bei 50° zum Sirup eingeengt. Weitere 
Fraktionierung mit wiBriger Quecksilberchloridlésung. Die entstandene 
Fallung wird zersetzt und mit alkoholischer Platinchloridchlorwasserstoff- 
siure gefallt. Zersetzen des harzigen Niederschlags mit Schwefelwasser- 
stoff, Einengen des Filtrats im Vakuum. Aus dem Sirup kann zuerst Cholin 
als Chloraurat isoliert werden, dann ein Pikrolonat, das zersetzt wird. Die 
Lésung des freien Kérpers gibt mit Kupfercarbonat nach Aufkochen tief- 
blaue Farbung, jedoch keinen Niederschlag. Fillung mit 20 °/,iger Sozo- 


jodolsiure (2,6-Dijod-phenol-4-sulfosiure). Die krystallinische Fallung wird 


abgesaugt und 2mal aus Wasser umkrystallisiert. Sie ist in heiBem Wasser 
sehr leicht léslich. 

Nach Trocknen bei 100° im Hochvakuum Schmelzpunkt nach Briunen 
bei 200—201° im Kupferblock. Kleine zum Teil miteinander verfilzte Sternchen. 
Krystallwasser wird bei 100° abgegeben. Die Lésung der freien Base nach 
Zersetzen des Sozojodolats gibt die Sakaguchische Probe und ist optisch 


inaktiy. 
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164 Heinsen, Uber die Isolierung von racem. Arginin aus Nierenautolysat. 


4,771mg Subst.: 3,680mg CO,, 1,000mg H,0, Rest 0,004mg. — 9,528 mg 
Subst.: 4,150 mg BaSO,. — 5,525 mg Subst.: 0,121 eem N (22°, 750 mm), Rest 
0,002 mg. — 2,492 mg Subst.: 0,060 cem NH,-N (22°, 750 mm). 
C,H,.N,O, " (C,H, 0,3 25)2 
Ber. C 2105 H216 N5,46 $625  NH,-N 1,37 
Gef. ,, 2105 , 2,35 , 5,48 ,, 5,99 » 1,88. 


Das Filtrat der Quecksilberchloridfillung, von Quecksilber befreit und 
im Vakuum eingeengt, lieferte nach Fillung mit alkoholischer Platinatlésung 
sowohl im Niederschlag, wie auch im Filtrat noch weitere Mengen des 
obigen Salzes. Gesamtausbeute nach 2 maligem Umkrystallisieren etwa 0,9 g. 


d,l1-Arginin-disozojodolat aus d-Arginin nach Racemisierung. 
10 g d-Arginin aus Gelatine werden mit 50 g konzentrierter Schwefelsiure 
bis zum beginnenden Sieden erhitzt. Nach Beseitigung der iiberschiissigen 
Schwefelsiure mit Baryt und Kohlensiiure ist die Lésung optisch inaktiy. 
Fallung mit Flaviansiure. Flavianat mit Baryt zersetzt, Filtrat im Vakuum 
eingeengt. Der so erhaltene Sirup wird mit 20°/, iger Sozojodolsiure ge- 
fillt. Umkrystallisieren aus Wasser. Mikroskopisch verfilzte Sternchen. 
Schmelzp. 201° Mischschmelzpunkt mit Sozojodolat aus Nierenautolysat: 
Keine Depression. Léslichkeit: In 100 cem Wasser von 20° 0,63 g. 


4,924 mg Subst.: 3,775 mg CO,, 1,030 mg H,O, Rest 0,014 mg. — 
8,040 mg Subst.: 0,400 ccm N (21°, 747 mm). — 11,708 mg Subst.: 5,225 mg 
BaSO,,. 

Gef. C2097 H2,35 N556  § 6,13. 
d-Arginin-sozojodolat. Die von Ackermann’) fir C,H,,N,0, 
-C,H,O,J,8 gefundenen Analysenwerte sind folgende: 


C2400 H302 N934_ S 5,34. 


Schmelzp. 2183—214°. Léslichkeit: 1,583 g in 100 ccm Wasser von 16°. 
Mikroskopisch Prismen. 
Die Angaben konnten von mir bestiitigt werden. 
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